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“De toute façon, le Neuropeptide FF ça n’existe pas...” 
(Michel Roumy, Chercheur Normand) 
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ABSTRACT 
 
 
Neuropeptide FF is a neuromodulator of opioid system. In rodents, it displays pro- or anti-
opioid activities depending on the injection sites. Recently, two NPFF receptors have been 
cloned in mammals and in human, NPFF1 and NPFF2 receptors belonging to the GPCR 
family.  
NPFF1 or NPFF2 receptors activation in rat dissociated neurons inhibits opioid induced 
regulation of N-type voltage gated calcium channels. In order to identify the mechanisms 
responsible for this cellular anti-opioid activity, I have constructed a cellular model of NPFF1 
receptor expression in SH-SY5Y cells that naturally express opioid receptors and present 
neuronal characteristics, adapted to biochemical analysis. In NPFF1 expressing SH-SY5Y 
cells, NPVF (NPFF1 receptor agonist) displayed anti-opioid activity on DAMGO (MOP 
receptor agonist) induced inhibition of N-type voltage-gated calcium channels conductance 
but also on deltorphin-I (DOP receptor agonist) induced Phospholipase Cβ reactivation. 
Therefore, this cell line is a suitable model to investigate the interactions between NPFF and 
opioid receptors. 
As NPFF and MOP receptors have been recently found to heterodimerize in SH-SY5Y 
cells, I have investigated if this heterodimerization could impair opioid receptors coupling to 
G-protein, the modulation of MOP receptors coupling to G proteins by NPFF receptors 
activation was monitored by using the [
35
S]GTPγS binding assay. In SH-SY5Y cells that 
express NPFF1 or NPFF2 receptors, NPFF does not modify MOP receptors activation induced 
[
35
S]GTPγS binding. Furthermore, even if MOP and NPFF receptors share a G-protein 
common pool, they did not compete for this pool when receptors were not overexpressed. 
However, even if NPFF receptors activation did not affect MOP receptors induced 
[
35
S]GTPγS binding, it could modify the specificity of coupling of MOP receptors to G-
protein subtypes. I have characterized G-proteins associated with MOP receptors by using 
MOP receptor immunoprecipitation and subsequent western blot analysis. NPFF receptors 
stimulation increased the amount of Gβ and Gαi2 subunits associated to MOP receptors 
suggesting a change in the environment of MOP receptors induced by NPFF receptors 
activation that could be related to anti-opioid activity. 
 
In rodents, morphine induced hyperlocomotion is due to dopaminergic inputs activation at 
the level of ventral tegmental area (VTA) that project to Accumbens Nucleus (NAc). NPFF 
injection into the VTA counteracts morphine and endogenous opioids induced hyperlocomotion 
in rat, evidencing an anti-opioid activity of NPFF. In collaboration with the Laboratory of 
Neuropharmacology directed by Pr. JC Chen (Chang-Gung University, Tao-Yuan, Taiwan, 
R.O.C 333), I have investigated the effects of NPFF receptors activation at the level of the VTA 
on i.p morphine induced dopamine and serotonin release in the NAc in the rat by using brain 
misrodialysis technology. The results show an anti-opioid activity of NPFF on morphine induced 
amine release in the NAc and permit to understand behavioural data but also the anti-opioid 
effects of NPFF on opiates induced addiction which implies a sensitization of VTA-NAc 
dopaminergic axis by morphine.  
 
Taken together, the results show that NPFF receptors activation is able to modulate both in 
vitro and in vivo opioid effects. A change in the membrane environment of MOP receptors due to 
heterodimerization between opioid and NPFF receptors could account for this modulatory effect. 
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 INTRODUCTION 
 
 1 
L’opium est connu depuis des millénaires pour ses propriétés calmantes et euphorisantes 
et la morphine, son principe actif, constitue encore à l’heure actuelle un des remèdes les plus 
efficaces pour lutter contre la douleur. La morphine et plus généralement les opioïdes 
exercent leurs effets pharmacologiques sur le système nerveux central et périphérique par 
l’intermédiaire de récepteurs membranaires spécifiques, les récepteurs opioïdes. Cependant, la 
prise prolongée de morphine, comme tous ses dérivés (codéine, héroïne), entraîne des effets 
indésirables tels que les phénomènes de tolérance et de dépendance qui réduisent ses effets à 
long terme. 
Selon le modèle de Gillman et Lichtigfeld (Gillman and Lichtigfeld, 1981), ces effets 
indésirables seraient dus en partie à l’existence de neuropeptides capables de s’opposer aux 
effets des opioïdes, permettant de maintenir un équilibre homéostasique au niveau de la 
perception de la douleur. La participation de ces neuropeptides dans la modulation des effets 
des opioïdes serait d’autant plus visible dans les phénomènes de tolérance et dépendance aux 
opiacés. La tolérance aux effets des opiacés, se définissant par la nécessité d’augmenter les 
doses pour obtenir un même effet, serait due à la libération de peptides anti-opioïdes 
consécutive à l’augmentation de la quantité d’opioïdes au niveau de l’organisme, diminuant 
ainsi l’effet de la drogue ; tandis que le syndrome de sevrage à l’arrêt de la prise d’opiacés, 
caractéristique de la dépendance physique, serait induit par l’excès de peptides anti-opioïdes 
par rapport aux peptides opioïdes. 
 Plusieurs neuropeptides ont été classés dans la famille des peptides anti-opioïdes, parmi 
lesquels on retrouve le Neuropeptide FF (NPFF). De nombreux travaux ont mis en évidence 
l’implication de la famille du NPFF dans la régulation des effets des opiacés que ce soit au 
niveau de la douleur mais aussi de la tolérance et la dépendance aux effets des opiacés 
(Roumy and Zajac, 1998; Mollereau et al., 2005a). Aussi la connaissance des mécanismes mis 
en œuvre par le NPFF dans cette régulation présente un enjeu important quant à la 
compréhension des effets des opiacés au niveau de l’organisme. 
C’est dans ce cadre que s’inscrivent les travaux de ma thèse qui a consisté à étudier les 
mécanismes d’action d’analogues du NPFF sur les voies de signalisation induites par 
l’activation des récepteurs opioïdes à la fois in vitro et in vivo. 
Le but de ce travail de thèse étant de caractériser les mécanismes de modulation des 
récepteurs opioïdes par le système NPFF, il convient dans un premier temps de décrire les 
caractéristiques fonctionnelles des RCPG et des voies de signalisation associées tout d’abord 
de manière générale puis au niveau des récepteurs opioïdes. Une attention particulière sera 
portée sur les mécanismes cellulaires de l’analgésie opioïde sur lesquels le NPFF joue un rôle 
 2 
modulateur et qui représente la base de ce travail. Enfin, je présenterai une synthèse 
bibliographique de l’ensemble des travaux réalisés sur le NPFF. 
 
I- LES RECEPTEURS COUPLES AUX PROTEINES G ET LEURS EFFECTEURS 
 
L’évolution des organismes multicellulaires et leur capacité à se complexifier sont 
étroitement liées à la capacité qu’ont su développer leurs cellules à communiquer entre elles 
et avec le milieu environnant. 
Les différentes cellules d'un organisme vivant reçoivent les informations nécessaires à la 
modulation de leur activité par l'intermédiaire de signaux et de molécules extracellulaires. Ces 
dernières, que ce soient des hormones, des neurotransmetteurs ou bien des facteurs de 
croissance, viennent la plupart du temps se lier à des protéines réceptrices qui font partie 
intégrante de la membrane plasmique de la cellule cible, et qui vont permettre la transmission 
de l'information à l'intérieur de la cellule.  
Les récepteurs membranaires constituent l'interface entre un stimulus extracellulaire et sa 
perpétuation dans le cytosol. Ces récepteurs appartiennent à plusieurs classes de protéines, 
que l'on peut différencier selon leur mode d'action et leur structure moléculaire : les canaux 
ioniques activés par un ligand tels que les récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine, les 
récepteurs comportant une activité enzymatique associée, généralement intrinsèque, tels que 
les récepteurs à activité tyrosine-kinase aux facteurs de croissance et enfin les récepteurs 
transduisant le signal par l’intermédiaire de protéines hétérotrimériques, les protéines G, dont 
l'activation par la liaison du ligand à son récepteur va entraîner la modulation de l'activité de 
différents effecteurs intracellulaires. 
 
Les récepteurs couplés aux protéines G (ou RCPG) représentent la famille la plus vaste 
des récepteurs membranaires puisqu’ils constituent à eux seuls 1 à 3 % du génome des 
vertébrés (Bockaert et al., 2002). Ils assurent la transduction de messages extracellulaires aux 
structures aussi variées que les photons, les ions, des odeurs de nature diverse, des acides 
aminés, des nucléotides, des nucléosides, des peptides, des lipides et des protéines. Ils ont un 
rôle purement catalytique puisque le changement conformationnel du récepteur consécutive à 
leur association avec l’agoniste permet l’activation des protéines G (Bockaert and Pin, 1999). 
Les RCPG ont d’abord été décrits comme des récepteurs capables de moduler l’activité 
d’une enzyme membranaire, l’adénylyl cyclase, via l’activation des protéines G (Rodbell, 
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1992). Mais au fil du temps il est apparu que l’activation des RCPG régule d’autres effecteurs 
tels que les canaux ioniques ou encore des kinases. De plus, il est maintenant clair que les 
RCPG interagissent de façon directe ou indirecte avec un nombre important de protéines 
régulatrices ou d’échafaudage créant ainsi une plate-forme fonctionnelle de signalisation 
qualifiée de « réceptosome » (Bockaert et al., 2004a). Enfin les RCPG ne sont plus considérés 
comme des entités monomériques depuis la mise en évidence de dimères (homo- ou 
hétérodimères) de RCPG (Prinster et al., 2005). A donc émergé l’idée selon laquelle chaque 
récepteur établit des connexions qui lui sont propres expliquant ainsi les spécificités de 
signalisation des RCPG. 
Aussi, aux vues de la multitude de signaux qu’ils transmettent et, de ce fait, du grand 
nombre de processus physiologiques qu’ils contrôlent (modulations cardio-vasculaires,  
neurotransmission, régulations hormonales, douleur…) la compréhension du mode de 
fonctionnement et de régulation des RCPG est capitale, plus particulièrement dans le domaine 
pharmaceutique. A l’heure actuelle on estime que 60 % de tous les médicaments utilisés ont 
pour cible un protagoniste de la voie de transduction via les RCPG (Bockaert and Pin, 1999). 
Les récepteurs opioïdes (MOP, DOP, KOP et NOP) font partie de la grande famille des 
RCPG. Ils ont un grand rôle dans la modulation de la douleur et de la nociception mais aussi 
dans les phénomènes de tolérance et de dépendance aux opiacés. Ils représentent de ce fait 
une cible pharmacologique très importante. Le système opioïde est finement régulé au niveau 
de l’organisme que ce soit par des partenaires intracellulaires ou par d’autres systèmes tels 
que les systèmes anti-opioïdes auquel appartient le neuropeptide FF (Roumy and Zajac, 
1998). 
Avant de décrire précisément les systèmes opioïdes et anti-opioïdes je décrirai donc les 
caractéristiques fonctionnelles des RCPG. 
 
A- Les récepteurs couplés aux protéines G 
 
1- Les différentes familles de RCPG  
L’ensemble des RCPG partage des caractéristiques structurales communes supposées. 
Notamment l’existence d’un « corps central » constitué de 7 hélices transmembranaires (TM 
I – TM VII) entourant une poche centrale (figures 1 et 2) (Bockaert and Pin, 1999). Ces 
hélices sont connectées entre elles par 3 boucles extracellulaires (E I – E III) et 3 boucles 
intracellulaires (C I – C III).  
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Figure 1 : Schéma de la structure 2D d’un 
RCPG dans la membrane. 
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Int.
Figure 2: Structure 
3D de la rhodopsine 
à haute résolution 
(2,8 Ǻ). Vue depuis 
le côté de la 
membrane 
plasmique.  
Image extraite de 
(Palczewski, 2000) 
La plupart des RCPG possède aussi deux résidus cystéine très conservés dans les boucles 
E I et E II formant un pont disulfure conduisant à une contrainte au sein du récepteur. La 
spécificité de reconnaissance du ligand et de signalisation d’un RCPG viendrait des 
extrémités N-terminale (extracellulaire), C-terminale (intracellulaire) ainsi que des boucles 
intracellulaires, régions très variables entre les différents RCPG et impliquées dans la liaison 
aux protéines effectrices et ligands (figure 1) (Bockaert and Pin, 1999; Bockaert et al., 2002).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bien que les RCPG possèdent une structure similaire, différentes familles ont pu être 
mises en évidence par l’établissement d’arbres phylogéniques (8 familles, (Bockaert et al., 
2002)) ou encore par comparaison de séquences de RCPG provenant de plusieurs espèces 
eucaryotes (Bockaert and Pin, 1999). Cette dernière décrit 6 grandes familles de RCPG. 
 
La famille 1 comprend la majorité des RCPG notamment la rhodopsine et le récepteur β2-
adrénergique qui ont été récemment cristallisés (figure 2) (Palczewski et al., 2000) 
(Rasmussen et al., 2007). Ce groupe est caractérisé par 3 grandes signatures (figure 3) : 
- une séquence E/DRY située en position N-terminale de la boucle intracellulaire C II 
directement impliquée dans l’activation des protéines G. 
- la présence d’un aspartate dans le TM II qui semble très important pour le couplage aux 
protéines G. 
- des résidus basiques (Lys / Arg) en C III cruciaux pour l’activation spécifique des 
protéines G. 
Cette famille est subdivisée en 3 sous-groupes suivant la taille et l’emplacement du site de 
liaison aux ligands (figure 3): Le groupe 1a représente les RCPG liant de petits ligands 
comme le rétinal, les molécules odorantes ou les petits peptides, le site de liaison étant 
localisé dans le corps central du RCPG. La sous-famille 1b inclue la majeure partie des RCPG 
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liant les peptides et dont le site de liaison est localisé sur la face externe du récepteur. Enfin 
les RCPG liant les glycoprotéines représentent le groupe 1c, le site de liaison est 
essentiellement extracellulaire. 
Une huitième hélice ainsi que des sites de palmitoylation sur des résidus cystéines sont 
retrouvés au niveau de la partie C-terminale de la rhodopsine (Ovchinnikov Yu et al., 1988). 
Cette hélice créerait une quatrième boucle intracellulaire qui a été confirmée par l’obtention 
des structures cristallines de la rhodopsine et du récepteur β2-adrénergique (Palczewski et al., 
2000; Rasmussen et al., 2007). 
 
La famille 2 comprend un nombre plus restreint de récepteurs pour des hormones 
peptidiques assez grosses comme le glucagon, la PTH, le VIP, le PACAP ou encore la 
sécrétine. Le site de liaison se situe au niveau de l’extrémité N-terminale du récepteur comme 
pour les récepteurs de la famille 1c, bien qu’il n’y ait pas d’identité de séquences entre les 2 
familles (figure 3). 
La famille 3 est représentée notamment par les récepteurs métabotropiques du glutamate 
et GABAB du GABA. Ces récepteurs possèdent tous un domaine extracellulaire N-terminal 
formant 2 lobes (« Venus Flytrap ») capable de s’ouvrir et se fermer  pour accueillir le ligand 
(figure 3).  
 
Les familles 4, 5 et 6 constituent un faible nombre de RCPG. Les représentants de la 
famille 4 lient des phéromones, la famille 5 est constituée par des récepteurs de type 
« frizzled » et « smoothened » (récepteurs impliqués dans le développement chez la 
drosophile). Enfin la famille 6 correspond aux récepteurs de l’AMPc qui ont été caractérisés 
uniquement chez Dictyostelium discoideum. Ces récepteurs joueraient un rôle dans la 
chimioattraction. 
 
2- Activation du récepteur 
L’interaction du ligand avec son récepteur a pour conséquence d’induire des changements 
conformationnels de celui-ci, ces modifications étant indispensables à la propagation du 
signal aux protéines effectrices. Même s’il est difficile de proposer un mécanisme général 
d’activation du récepteur en raison de la diversité de la famille des RCPG, il apparaît que le 
mouvement des hélices transmembranaires induit par la liaison de l’agoniste joue un rôle 
capital (Bockaert and Pin, 1999).  
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Figure 3: Les 3 familles 
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Les acides aminés très conservés 
sont représentés. La zone 
d’interaction avec le ligand est 
bleutée. D’après (Bockaert and 
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L’activation du récepteur nécessiterait 3 grandes étapes dans le cas des récepteurs de la 
famille 1 à laquelle appartient les récepteurs opioïdes : i) la protonation d’un résidu acide de 
la séquence E/DRY (Glu/Asp-Arg-Tyr) qui se situe à la jonction entre le TM III et la boucle C 
II, ii) la disparition d’un réseau d’interactions entre les différents TM (plus particulièrement 
les TM III, TM VI et TM VII) qui maintiennent le récepteur dans un état contraint inactif en 
absence de ligand et, iii) des mouvements de TM III et TM VI qui vont dévoiler des 
séquences clés du récepteur indispensable à sa liaison aux partenaires intracellulaires 
(Bockaert et al., 2002).  
Ces mouvements d’hélices sont répercutés au niveau des boucles intracellulaires 
essentielles dans l’activation des protéines G. 
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3- Couplage aux protéines G 
De nombreuses études à base de mutagénèse dirigée ont été menées afin de déterminer les 
domaines spécifiques de liaison des protéines G aux RCPG activés, cependant il n’a pas été 
possible de définir une séquence consensus d’interface d’interaction entre les RCPG et les 
protéines G. Néanmoins, il apparaît que le motif E/DRY, un des plus conservés entre les 
RCPG de la famille 1, joue un rôle très important. Ce motif se situe à la liaison entre le 
domaine transmembranaire TM III et la boucle intracellulaire C II du récepteur et joue un rôle 
central dans la régulation des changements conformationnels du récepteur suite à son 
activation (Rovati et al., 2007).  
Les rôles des boucles intracellulaires C II et C III dans la liaison aux protéines G sont 
aussi à mentionner. Ce résultat apparaît somme toute logique puisqu’elles sont connectées aux 
hélices III et VI qui subissent les changements conformationnels les plus importants lors de 
l’activation du récepteur. La boucle C III serait le déterminant clé de la spécificité de 
couplage vis-à-vis des différentes sous-unités α des protéines G (Liu et al., 1995), tandis que 
la boucle C II jouerait un rôle dans l’efficacité de couplage du récepteur aux protéines G 
(Burstein et al., 1998). 
 
L’interaction RCPG – protéine G est aussi fortement dépendante de certains résidus de la 
protéine G. Par exemple, le remplacement de 4 résidus de la partie C-terminale de la sous-
unité Gαq par ceux de la sous-unité Gαi ou Gαo confère la capacité de liaison de la sous-unité 
Gαq aux RCPG généralement couplés Gi / Go tout en gardant intacte l’activation de la 
Phospholipase C. Cependant il n’existe aucun motif spécifique de couplage des différents 
récepteurs à un même type de protéines G, il semblerait donc que ce soient les changements 
structuraux du récepteur qui soient déterminants pour la liaison des protéines G (Bockaert et 
al., 2002). 
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Famille Sous-type Effecteur Distribution Toxine 
Gαs αs(S), (L), 
(XL) 
 
αolf 
    AC,      Src tyrosine kinase  
 
    AC  
Ubiquitaire 
 
Neurones olfactifs, 
tractus digestif et 
urogénital 
CTX 
 
CTX 
Gαi/o αo1-2 
 
 
αi1-3 
 
 
αz 
 
 
 
αt1/2 
 
αgust 
 
 
    AC,     canaux Ca2+,   
    canaux K+ 
 
    AC,     canaux Ca2+  
    canaux K+,     Src tyrosine 
kinase,     MAPK 
 
   AC,     canaux Ca2+  
   canaux K+,    Rap1GAP 
 
    
   cGMP-phosphodiestérase 
 
 
  ? 
 
 
 
Neurones, astrocytes, 
coeur 
 
Relativement ubiquitaire 
 
 
 
Plaquettes, neurones 
 
 
Cônes, bâtonnets, 
bourgeons du goût 
 
Bourgeons du goût, 
chemorécepteurs des 
voies aériennes. 
PTX 
 
 
PTX 
 
 
 
? 
 
 
 
PTX 
 
 
PTX 
Gαq/11  αq/11  
 
α,14,15,16  
   Isoformes PLCβ (β1, β3) 
 
   Isoformes PLCβ (β1, β3) 
Ubiquitaire 
 
Cellules 
hématopoïétiques 
YM-254890 
 
? 
Gα12/13 
 
 
 
α12/13    Phospholipase Cε / D 
   Echangeur Na+ / H+ 
   RhoGEF 
Ubiquitaire ? 
Gβ/γ β1-5 
γ1-12 
   PLCβ,    PLA2,    GIRK 
   Canaux Ca2+ (N, P/Q, R) 
   AC type I 
   AC type II, IV, VII 
   PI-3 kinase,     c-Src kinase 
   GRK,     JNK  
β1γ1 : cônes 
β3γ8 : bâtonnets 
β5 : neurones 
β5(L) : rétine 
Autres βγ ubiquitaires 
 
 
Table I : Diversité et fonctions des différentes sous-unités de protéines G. Seuls certains des effecteurs sont 
indiqués. Certaines sous-unités peuvent être ADP ribosylées par la toxine Pertussique (PTX) ou cholérique 
(CTX). D’après (Milligan and Kostenis, 2006). AC (Adénylyl cyclase), βARKinase (β-adrenergic receptor kinase 
/ GRK2), GRK (kinase des RCPG), GIRK (canaux potassiques de la rectification entrante), PI3-kinase 
(phosphoinositide 3-kinase), PLA2 (Phospholipase A2), PLC (Phospholipase C) Ras-GEF (protéine d’échange 
GDP/GTP de la petite protéine G Ras), RhoGEF (protéine facteur d’échange GTP/GDP de la protéine Rho). 
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B- Les protéines G hétérotrimériques 
 
La découverte des protéines G a été rendue possible grâce à l’étude du mode d’action de 
deux toxines bactériennes responsable du choléra (Choléra Toxin, CTX) et de la coqueluche 
(Pertussis Toxin, PTX). 
La première protéine à avoir été purifiée est la protéine G de type stimulatrice de 
l’adénylyl cyclase (Gs) à partir d’extraits de foie de lapin (Northup et al., 1980). Ce peptide de 
45 kDa, αs, co-purifie avec 2 autres peptides, un de 35 kDa et un de 8-10 kDa. Ces 3 peptides 
ont été nommés respectivement sous-unités α, β et γ. La sous-unité αs est sensible à la CTX 
qui la bloque dans un état actif suite à l’ADP-ribosylation d’un résidu arginine. Parallèlement 
la protéine G inhibitrice de l’adénylyl cyclase (Gi) a été isolée puis purifiée sous forme 
hétérotrimérique  αi, β et γ et est inhibée par PTX qui, par ADP-ribosylation d’un résidu 
cystéine, la bloque dans un état inactif (Bokoch et al., 1984). Une autre sous-unité α sensible 
à la PTX mais différente de αi a été décrite et nommée αo (Huff et al., 1985).  
Ces travaux précurseurs ont ouvert la voie à la découverte de tout un panel de protéines G 
qui diffèrent autant par leur spectre d’expression tissulaire que par leur spectre d’activité 
envers les effecteurs, par exemple l’adénylyl cyclase. Ces protéines sont codées par un 
nombre restreint de gènes. Chez l’Homme il existe 21 types de sous-unités α encodées par 16 
gènes différents, 6 sous-unités β encodées par 5 gènes et 12 sous-unités γ (Downes and 
Gautam, 1999). Les sous-unités Gα peuvent être classées en quatre familles selon leur 
similarité de séquence : i) Gαs, ii) Gαi/o, iii) Gαq/11 et iv) Gα12/13 (table I) (Milligan and 
Kostenis, 2006). 
 
1- Cycle d’activation des protéines G 
Bien qu’ayant des effecteurs différents et donc induisant des cascades de signalisation 
bien distinctes, les protéines G présentent un mécanisme commun d’activation et de 
désactivation (figure 4). 
Sous sa forme inactive, la protéine G est hétérotrimérique αβγ, la sous-unité α étant liée 
au GDP. En réponse à l’interaction avec son agoniste, le RCPG se lie plus efficacement à la 
protéine G et agit comme un facteur d’échange de nucléotides en modifiant la structure de la 
poche de liaison aux nucléotides de la protéine G. Cela favorise la libération du GDP de la 
poche et son remplacement par du GTP.  
 10 
Figure 4 : Cycle d’activation / désactivation d’une 
protéine G. RGS (regulator of G-protein signaling) 
γ β
γ β α
αα
γ β
RGS
GDP
GTP
Pi
a. b.
Figure 5 : a-  Expérience de BRET réalisée entre les sous-unités Gαi1-Rluc (RLuc placé en position 91 du 
domaine en hélices de Gαi1)  et Gγ2-GFP10 (GFP10 placée en position N-terminale de Gγ2) sur cellules HEK 
293 surexprimant le récepteur α2A-adrénergique. Une diminution du signal de BRET est observée suite à 
l’application d’un agoniste du récepteur, UK14304 mettant en évidence une augmentation de la distance entre 
les deux partenaires de BRET. b- Représentation schématique des réarrangements au niveau du trimère 
Gαi1β1γ2 détecté en BRET après activation du récepteur α2A-adrénergique. Le schéma montre  une ouverture 
entre les domaines GTPasique et en hélices de Gαi1 permettant la libération du GDP. Cette ouverture 
augmente la distance entre Gαi1-Rluc en position 91 et Gγ2-GFP10 et donc une diminution du signal de BRET 
observé en a. D’après (Gales et al., 2006) 
La liaison du GTP entraîne à son tour un 
réarrangement structural résultant en la 
dissociation de Gα et Gβγ. Ces sous-
unités peuvent alors agir sur leurs 
effecteurs tels que l’adénylyl cyclase 
(sous-unité α) ou des canaux ioniques 
(dimère βγ). Comme mentionné 
précédemment, la sous-unité α possède 
une activité GTPasique intrinsèque. 
L’hydrolyse du phosphate terminal du 
GTP restore la forme Gα-GDP et permet  sa réassociation avec les sous-unités βγ  (figure 4). 
Notons que la séparation entre le dimère βγ et la sous-unité α(GTP) reste débattue à ce 
jour. En effet, des études de FRET ou BRET suggèrent plus un réarrangement 
conformationnel entre les sous-unités α et βγ qu’une séparation physique suite à l’activation 
du récepteur (figure 5) (Bunemann et al., 2003; Gales et al., 2006). Il est aussi possible que les 
2 mécanismes d’activation existent et que selon le ligand ou le couple RCPG – protéine G, 
l’un ou l’autre des mécanismes soit mis en jeu (Frank et al., 2005). 
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2- Structure des protéines G 
La sous-unité α est constituée de 2 domaines : un domaine GTPasique responsable de la 
liaison des nucléotides à guanine et de l’interaction avec les sous-unités Gβγ ainsi qu’un 
domaine en hélices permettant le maintien du GDP / GTP dans le cœur de la structure et 
l’ancrage de la sous-unité à la membrane plasmique (Milligan and Kostenis, 2006; Oldham 
and Hamm, 2006).  
Les sous unités Gβ et Gγ sont retrouvées sous forme de dimère. La sous-unité Gβ est liée 
à la sous-unité Gγ grâce à une interaction entre les parties N-terminales des sous-unités. Gγ 
est isoprénylée (farnésylée ou géranylgéranylée) en position C-terminale ce qui permet un 
ancrage de la sous-unité à la membrane. L’association entre les sous-unités β et γ est donc 
suffisante pour maintenir Gβ au niveau membranaire (Oldham and Hamm, 2006).  
Le dimère βγ est capable d’interagir avec le RCPG via la partie C-terminale de la sous-
unité β et permettrait la stabilisation du complexe RCPG – protéine G au niveau de la boucle 
intracellulaire C III du récepteur  (Taylor et al., 1994; Taylor et al., 1996). 
 
Notons le cas particulier de la sous-unité β5 qui est exprimée préférentiellement dans le 
cerveau (Downes and Gautam, 1999). Cet isoforme possède une extrémité N-terminale plus 
longue que ses homologues β1-4 qui lui permet à la fois l’interaction avec la sous-unité γ et 
d’autres effecteurs suite à l’activation du RCPG tels que les protéines RGS (Regulator of G-
protein Signaling) de la famille 7 qui possèdent un domaine GGL (Gγ subunit like). Cette 
liaison favorise l’activité GAP (GTPase activating Protein) de ces protéines (Kovoor et al., 
2000).  
 
3- Les effecteurs des protéines G  
Le changement de conformation de Gα induit par sa liaison au GTP lui confère une 
meilleure affinité pour ses effecteurs. En résulte une liaison aux effecteurs et une activation / 
inhibition qui permet la propagation du signal initié par la liaison d’un agoniste sur son 
récepteur.  
 
a- L’adénylyl cyclase 
L’adénylyl cyclase est une enzyme membranaire qui catalyse la conversion d’une 
molécule d’ATP en AMP cyclique. L’AMPc libéré lors de la réaction joue le rôle de second 
messager de la signalisation et permet l’activation d’enzymes telles que la protéine kinase A 
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(PKA). Aussi, sa modulation par les protéines G représente un enjeu important pour la 
poursuite de la signalisation intracellulaire induite par l’activation d’un RCPG. 
Les 9 isoformes de l’AC (I à IX) sont de structure similaire. Elles possèdent 2 domaines 
transmembranaires notés M1 et M2 ainsi que 2 régions cytoplasmiques C1 et C2, les 
domaines CHD (cyclase homology domains), liées différemment aux domaines M1 et M2. C1 
et C2 se subdivisent en 2 parties distinctes, C1a-C1b et C2a-C2b, C1a et C2a portant les 
domaines de liaison à l’ATP pour former le cœur catalytique de l’AC. La région C1b contient 
quant à elle des sites régulateurs (Sprang et al., 2007; Willoughby and Cooper, 2007). 
La conformation de l’AC est en équilibre entre un état catalytiquement inactif « ouvert » 
et un état catalytiquement actif « fermé ». En condition ouvert, les domaines C1 et C2 sont 
sous forme homodimérique (C1a-C1b et C2a-C2b) tandis qu’en état fermé les sous-domaines 
C1a et C2a hétérodimérisent pour former un site catalytique fonctionnel.  
 
Les sous-unités Gαi et Gαs régulent différemment ces états. Par sa liaison avec le domaine 
C2 Gαs-GTP favorise l’hétérodimérisation entre C2a et C1a, tandis que Gαi-GTP se lie à C1a 
et empêche la formation du complexe C1a-C2a (Sunahara et al., 1997). La Forskoline, 
diterpène dérivé de la plante Coleus forskolii et activateur connu de la plupart des isoformes 
de l’AC, est capable quant à elle de se lier sur les sites C1a et C2a et de jouer le rôle de « glue 
moléculaire » en maintenant C1a et C2a sous forme hétérodimérique (Dessauer et al., 1997; 
Willoughby and Cooper, 2007). 
Certaines isoformes de l’AC sont modulées par les sous-unités βγ des protéines G. Par 
exemple βγ est capable de stimuler les AC2, 4 et 7 mais est aussi un puissant inhibiteur des 
AC1 et 8 (Sunahara and Taussig, 2002). 
 
b-  Autres effecteurs enzymatiques 
Parmi les autres effecteurs activés par les protéines G on peut noter tout d’abord la PLC 
(phospholipase C) activée par les sous-types Gαq et réactivée par les sous-unités Gβγ (la 
nature de cette réactivation sera détaillée dans le chapitre II.D. Effecteurs des récepteurs 
opioïdes). Cette enzyme catalyse l’hydrolyse du PI(4,5)P2 (phosphatidylinositol 4,5 
bisphosphate) en Ins(1,4,5)P3 (inositol 1,4,5 triphosphate) et DAG (diacylglycérol). L’IP3 
stimule la libération des stocks calciques intracellulaires tandis que le DAG active plusieurs 
isoformes de la Protéine Kinase C (PKC). 
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La GMPc-phosphodiestérase, responsable de la transformation du GMPc en GMP, est 
activée par les sous-unités Gαt des cellules en cônes et bâtonnets de la rétine exposées à la 
lumière. 
Enfin il est à noter que la stimulation des RCPG peut conduire de manière indirecte à 
l’activation de la voie des MAP kinases (Mitogen Activated Protein Kinase) via la PKA, la 
PKC ou c-Src que ce soit par les sous-unités Gα ou Gβγ (Milligan and Kostenis, 2006). 
 
c- Les effecteurs canaux ioniques 
Jusqu’à la fin des années 90, les sous unités Gβγ étaient considérées comme un complexe 
servant à « piéger » la sous-unité Gα liée au GDP en absence de stimulation d’un RCPG par 
son agoniste. Cependant l’intérêt pour Gβγ s’est amplifié suite à la mise en évidence de son 
rôle d’activateur direct des canaux potassiques de la rectification entrante (GIRK) (Yamada et 
al., 1998). L’ouverture de ces canaux permet une hyperpolarisation du neurone sur lequel ils 
se trouvent et joue donc un rôle très important au niveau du système nerveux dans la 
modulation de la propagation des signaux (Dascal, 2001). 
De plus, Gβγ diminue l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants de type N 
responsables de la libération de neurotransmetteurs au niveau d’une synapse entre deux 
neurones via une interaction directe avec le canal (Dascal, 2001). 
Ces interactions jouant un grand rôle au niveau du système opioïde, plus particulièrement 
dans l’analgésie, leur nature et mécanismes seront détaillés dans le chapitre III- Modulation 
des canaux ioniques par les RCPG. 
 
4- Régulation par les RGS (Regulators of G-protein Signaling) 
Le signal induit par un stimulus doit être finement régulé, non seulement dans l’espace, 
mais aussi dans le temps. Cette régulation de la durée peut se faire au niveau des protéines G 
en favorisant le retour des sous-unités Gα à l’état inactif, c'est-à-dire liées au GDP, grâce à 
l’activité GTPasique de la sous-unité Gα.  
Pendant de nombreuses années, l’activité GTPasique des protéines G purifiées était 
reconnue comme étant trop lente par rapport aux observations en contexte physiologique pour 
expliquer les phénomènes de désactivation des processus cellulaires sous la dépendance des 
protéines G. Par exemple, le temps t1/2 d’hydrolyse du GTP est de 15 s pour la sous-unité Gαt 
purifiée tandis que la désactivation des signaux visuels associés est de 0,2 s (Bockaert et al., 
2002).  
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Figure 6 : Les différentes familles des protéines RGS (Regulator of G-protein Signaling). La RGS box 
est représentée en bleu. Poly-Cys, région riche en cystéines ; hélice, hélice amphipathique ; DEP, 
Dishevelled Domain ; GGL, Gγ-like domain; PDZ, PSD-95/Dlg/ZO-1 domain ; PTB, Phospho-tyrosyne 
binding domain ; RBD, Ras Binding Domain ; Go-Loco, Gαi/o-Loco-interacting Domain ; PDZ-B, PDZ 
binding motif ; GSK, Glycogen Synthase Kinase 3β-interacting domain ; β-cat, β-catenin interacting 
domain ; PP2A, Phosphatase 2A-interacting domain ; D, Disheveled-interacting domain ; DH, dbl 
homology domain ; PH, Pleckstrin Homology domain ; Kinase, Serine/thréonine kinase ; PXA, 
phosphatidylinositol-associated domain ; PX, phosphatidylinositol binding domain ; Ancre PKA, ancre 
à la protéine kinase A. 
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Des études de double-hybride entre la sous-unité Gαi3 et une banque de cDNA de cellules 
Hela ont permis la découverte de la protéine GAIP (G-Alpha Interacting Protein) capable 
d’interagir avec la sous-unité Gαi3(De Vries et al., 1995). Cette protéine possède un cœur 
commun de 125 acides aminés avec la protéine SST2 connue pour réguler la réponse aux 
phéromones médiées par les protéines G chez la levure. Sur la base de ce cœur central nommé 
« RGS box » (Regulator of G-protein Signaling), Koelle et ses collaborateurs ont révélé 
l’existence d’une famille de protéines à domaine RGS exprimées chez les mammifères 
(Koelle and Horvitz, 1996).  
Chez les mammifères il a été dénombré une trentaine de protéines RGS qui se 
caractérisent par une activité GAP (GTPase activating Protein) et un domaine RGS. Elles sont 
regroupées en neuf familles selon leurs similarités de séquences et leurs domaines structuraux 
(figure 6) et leur distribution varie en fonction des tissus même si la majorité est exprimée 
dans le cerveau (Neubig, 2002; Xie and Palmer, 2007).  
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Les domaines RGS sont constitués de neuf structures en hélice formant 2 lobes. La base 
des boucles inter-hélice (α3-α4, α5-α6, α7-α8) interagit avec le domaine GTPasique de la 
sous-unité α, stabilisant ainsi l’état de transition d’hydrolyse du GTP de Gα accélérant ainsi 
son activité GTPasique (Tesmer et al., 1997).  
A l’heure actuelle les RGS ne sont plus uniquement vues comme des protéines atténuant 
le signal des protéines G via leur activité GAP. En effet elles possèdent, en plus de la RGS 
box, de nombreux domaines structuraux comme par exemple des domaines GGL (G-Gamma 
subunit Like) qui confèrent aux protéines de la famille R7 la capacité d’interagir avec les 
sous-unités Gβ5 (figure 6). Ou encore le domaine GoLoco exprimé par les protéines de la 
famille R12 qui lie les sous-unités Gαi liées au GDP et peuvent empêcher l’échange du GDP 
en GTP suite à l’activation du récepteur (activité GDI : GDP Dissociation Inhibitor) et limiter 
la propagation du signal (figure 6)(Xie and Palmer, 2007).  
Aux vues des activités régulatrices des RGS, l’importance de ces protéines dans les 
mécanismes de transduction des RCPG a été clairement démontrée ces dernières années 
notamment par l’étude d’animaux Knock-out pour ces protéines (Neubig, 2002; Zachariou et 
al., 2003). 
 
Bien que ces protéines possèdent une propriété commune, accélération de l’activité 
GTPasique des protéines G, elles présentent une certaine sélectivité dans leurs interactions et 
leur régulation in vitro et in vivo (Xie and Palmer, 2007). Par exemple RGS4 et GAIP ont une 
action sur les sous-unités α de type αi1-3, αo, mais pas αs (Berman et al., 1996). De même, les 
protéines de la famille R7 / C régulent les αi, αo mais pas αq (Hooks et al., 2003). Par ailleurs, 
une seule RGS, RGS-PX1, interagit avec les sous-unités αs (Xie and Palmer, 2007).  
Cette sélectivité envers les protéines G est d’autant plus importante qu’elle permet une 
sélectivité au niveau de la voie de signalisation et donc du RCPG activé puisque, par exemple,  
les RGS de la famille R7 réguleront les récepteurs muscariniques de type M2 (couplés Gi) 
mais pas les récepteurs M1 (couplés Gq) (Hooks et al., 2003). 
Les RGS montrent aussi une certaine spécificité envers les RCPG. En effet, que ce soit in 
vivo ou in vitro la protéine RGS9-2 (famille R7) cible plus spécifiquement les récepteurs D2 
dopaminergiques et µ-opioïdes (MOP). La surexpression de RGS9-2 au niveau du Noyau 
Accumbens diminue la réponse locomotrice induite par des agonistes aux récepteurs D2 mais 
pas D1 dopaminergiques chez la souris. Elle accélère aussi la cinétique de désactivation des 
canaux potassiques GIRK activés par les sous-unités Gβγ suite à l’application d’un agoniste 
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au récepteur D2 sur ovocyte de xénope (Xie and Palmer, 2007). De même l’injection aigüe ou 
chronique de morphine, agoniste des récepteurs MOP, aura plus d’effets sur une souris KO 
pour le gène de RGS9-2 (Zachariou et al., 2003). Enfin le récepteur MOP et RGS9-2 co-
immunoprécipitent dans des membranes de cellules de substance grise périacqueducale de 
souris et l’activation du récepteur par la morphine s’accompagne rapidement de la rétention 
de plusieurs sous-unités Gα par RGS9-2, impliquant cette protéine dans le phénomène de 
désensibilisation du récepteur (Garzon et al., 2005b). 
 
C- Terminaison de la signalisation 
 
Suite à la liaison de l’agoniste à son récepteur et à l’activation des voies de transduction 
du signal, un mécanisme de terminaison de la signalisation est mis en place au niveau 
cellulaire. Ce mécanisme, appelé désensibilisation du récepteur, est consécutif à une 
application prolongée ou répétée de l’agoniste sur son récepteur. Cette désensibilisation peut 
induire un arrêt de la signalisation jusqu’à une internalisation des récepteurs et leur 
dégradation ou leur réadressage à la membrane (figure 7). 
 
1- Phosphorylation du récepteur 
Le phénomène de désensibilisation nécessite une phosphorylation du récepteur par des 
kinases spécifiques des RCPG, les GRK (G-protein coupled Receptors Kinase) au niveau des 
boucles intracellulaires C III ainsi qu’en partie C-terminale du récepteur sur des résidus 
sérine/ thréonine. A l’heure actuelle 7 GRK sont recensées (GRK1 à 7), ces protéines sont très 
fortement exprimées au niveau du système nerveux central et ont une distribution plus ou 
moins limitée selon les kinases, par exemple la GRK4 est uniquement retrouvée au niveau des 
cellules de Purkinje tandis que la GRK2 s’exprime dans tout le SNC. Les GRK1 et GRK7 
sont exprimées uniquement au niveau de la rétine et spécifique des récepteurs à la lumière, 
rhodopsine et iodopsine respectivement (Premont and Gainetdinov, 2007). Les kinases GRK 2 
et 3 possèdent un domaine PH en partie C-terminale qui lie les sous-unités Gβγ et le PiP2 et 
leur permet un adressage à la membrane plasmique tandis que les autres GRK sont 
cytoplasmiques (Premont and Gainetdinov, 2007). 
Les protéines kinases A et C (PKA et PKC respectivement) peuvent phosphoryler certains 
RCPG tels que les récepteurs 5-HT2A ou les récepteurs SST2A à la somatostatine (Hipkin et 
al., 2000; Xiang et al., 2001). Cette phosphorylation a un rôle important dans la terminaison 
de la signalisation de ces récepteurs puisque la stimulation de la PKC par du PMA (Phorbol 
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Figure 7 : Régulation du trafic des RCPG par les GRK et les β-arrestines. 1- la liaison de 
l’agoniste (astérisque) au récepteur active la voie de transduction du signal. 2- Les GRK 
phosphorylent le récepteur sur ses parties intracellulaires et permet la liaison de la β-
arrestine au récepteur, cette liaison inhibe le couplage du récepteur aux protéines G, c’est 
le mécanisme de désensibilisation. 3- Le complexe β-arrestine-récepteur est dirigé dans des 
régions membranaires riches en puits à clathrine, la β-arrestine se complexe à la clathrine 
et aux protéines du complexe AP-2 pour internaliser le récepteur. 4- le récepteur internalisé 
est déphosphorylé et découplé  de l’agoniste et est dirigé soit vers un mécanisme de 
dégradation (5a) soit vers un recyclage à la membrane plasmique (5b). D’après (Moore et 
al., 2007).  
Miristate Acétate) provoque l’internalisation des récepteurs (Hipkin et al., 2000; Xiang et al., 
2001). De même l’inhibition de la PKC réduit l’internalisation de ces récepteurs (Marchese et 
al., 2003). 
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2- Découplage et internalisation du récepteur 
La phosphorylation des RCPG permet la création d’un site de liaison de haute affinité 
pour des protéines, les arrestines. Il existe quatre arrestines regroupées en deux groupes, les 
arrestines visuelles exprimées au niveau de la rétine (arrestines 1 et 4) et les β-arrestines 1 et 2 
(arrestines 2 et 3 respectivement) exprimées de manière ubiquitaire mais prédominantes au 
niveau du système nerveux. 
Ces protéines sont impliquées dans la désensibilisation des RCPG puisqu’elles permettent 
le découplage des récepteurs, activés et phosphorylés, des protéines G et recrutent les 
protéines spécialisées dans l’endocytose telles que le complexe AP2 et la clathrine (figure 7). 
Les β-arrestines sont des protéines d’échafaudage, c'est-à-dire qu’elles permettent le 
recrutement de protéines de la machinerie d’endocytose telles que la clathrine et les protéines 
du complexe AP-2 (β-adaptin) au niveau du récepteur, entraînant ainsi son internalisation 
(DeWire et al., 2007).  
Une fois internalisés, les récepteurs sont soit dégradés soit recyclés à la membrane sous 
forme inactive et découplée des protéines G.  
Toutefois il semblerait que la voie prise par un RCPG dépende de la β-arrestine 
impliquée, deux classes de RCPG peuvent être décrites. Les RCPG de la classe A lient les β-
arrestines 2 préférentiellement et sont recyclés rapidement à la membrane tandis que les 
récepteurs de la classe B lient indifféremment les 2 types d’arrestines et sont dégradés par 
voie lysosomiale ou recyclés lentement (Oakley et al., 2000; Kohout et al., 2001).  
 
D- Notion de réceptosome 
 
L’idée selon laquelle un RCPG interagit uniquement avec une protéine G est désormais 
révolue. Il apparaît, depuis quelques années maintenant, que les RCPG interagissent de façon 
directe ou indirecte avec un nombre important de protéines elles-mêmes capables d’interagir 
avec d’autres protéines. De ce fait, il existe autour d’un RCPG tout un réseau complexe de 
protéines formant une plate-forme fonctionnelle de signalisation qualifiée de « réceptosome » 
(Bockaert et al., 2004a). A donc émergé l’idée selon laquelle chaque RCPG établit des 
connexions qui lui sont propres expliquant ainsi les spécificités de signalisation des RCPG 
(figure 8). 
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Figure 8 : Organisation spatiale et fonctionnelle des protéines interagissant avec le 
récepteur 5-HT2C au niveau d’une synapse. D’après (Bockaert et al., 2003) 
Un premier exemple de réceptosome est la capacité des RCPG à lier les arrestines comme 
expliqué précédemment (figure 7). Outre leur rôle dans l’internalisation des récepteurs, ces 
protéines sont capables d’induire des voies de signalisation indépendantes des protéines G 
comme l’activation de la voie des MAP kinases (ERK, JNK, PI3K) via le recrutement et la 
phosphorylation des kinases c-Src, Raf ou Akt (DeWire et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
De même, quelques RCPG tels que le récepteur 5HT2C (Becamel et al., 2002) possèdent 
au niveau C-terminal des motifs de liaison PDZ (Bockaert et al., 2003). Il existe de 
nombreuses protéines à domaine PDZ. Parmi ces protéines, la protéine NHERF (Na
+
 / H
+
 
Exchanger Regulatory Factor) offre un bon exemple de modulateur de signalisation des 
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RCPG puisque sa présence oriente le récepteur PTH1 vers l’activation de la phospholipase C 
tandis que son absence oriente le récepteur vars la modulation de l’adénylyl cyclase (Bockaert 
et al., 2003). 
Enfin, les récepteurs DOP interagissent au niveau de leur terminaison C-terminale avec les 
protéines GASP-1 (GPCR Associated Sorting Protein) (Whistler et al., 2002; Simonin et al., 
2004). Ces protéines sont impliquées dans l’adressage du récepteur vers les lysosomes et donc 
dans leur dégradation suite à leur endocytose. 
 
E- Dimérisation des RCPG 
 
Pendant de nombreuses années, la pensée était que les RCPG agissaient uniquement sous 
forme de monomères, cependant l’existence monomérique ne pouvait expliquer toutes les 
fonctions d’un RCPG. Aujourd’hui, il est clairement démontré que les RCPG peuvent former 
des complexes homo- ou hétérodimériques qui peuvent moduler l’action de ces derniers, que 
ce soit au niveau de la signalisation ou de leur trafic intracellulaire. 
La dimérisation entre RCPG est généralement étudiée par des techniques biochimiques 
comme la co-immunoprécipitation ou des techniques de fluorescence comme le FRET et le 
BRET, ces dernières techniques offrant la possibilité de visualiser ce phénomène sur cellules 
vivantes. L’existence d’homo- ou hétérodimérique des RCPG a été mise en évidence sur des 
systèmes hétérologues, aussi dans les premiers temps il était suggéré que la dimérisation était 
un artéfact généré par la surexpression des récepteurs. Cependant la dimérisation a été mise à 
jour sur des systèmes natifs.  
 C’est par exemple le cas pour le récepteur GABAB (RCPG de la famille 3) pour lequel 
seule l’hétérodimérisation des deux sous-unités GABABR1 et GABABR2 est indispensable à 
l’expression membranaire du récepteur ainsi que l’établissement de récepteurs fonctionnels et 
où la colocalisation étroite des récepteurs a été mise en évidence par immunohistochimie dans 
le cerveau humain (Billinton et al., 2000; Minneman, 2007). De plus, les dimères de 
rhodopsine ont été observés directement par microscopie à force atomique (Fotiadis et al., 
2003). 
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II- LES RECEPTEURS OPIOÏDES SONT DES RCPG 
 
La morphine est le principe actif de l’opium et est synthétisée par les plantes de la famille 
des papavéracées du genre Papaver. Cette molécule naturelle est probablement le plus vieux 
remède utilisé par l’Homme pour combattre la douleur. Néanmoins la prise prolongée de 
morphine, comme tous ses dérivés (codéine, héroïne), entraîne des effets indésirables tels que 
les phénomènes de tolérance et de dépendance qui réduisent ses effets à long terme. La 
morphine et les peptides, dits, opioïdes se lient à des récepteurs qui leur sont spécifiques, les 
récepteurs opioïdes (MOP, DOP, KOP et NOP). Ces récepteurs font partie de la grande 
famille des RCPG.  
Le système opioïde est finement régulé au niveau de l’organisme que ce soit par des 
partenaires intracellulaires ou par d’autres systèmes tels que les systèmes anti-opioïdes auquel 
appartient le neuropeptide FF (Roumy and Zajac, 1998), aussi avant de définir le système 
NPFF, il convient de décrire le système opioïde. 
 
A- Clonage des récepteurs 
 
Dès les années 70, des sites de liaison spécifiques aux opioïdes ont été décrits dans le 
cerveau (Pert and Snyder, 1973; Simon et al., 1973; Terenius, 1973). Par l’utilisation de 
ligands spécifiques, 3 types de récepteurs ont été caractérisés : le récepteur µ (MOP) qui tire 
son nom de la morphine dont il est le principal récepteur, le récepteur δ (DOP) caractérisé 
pour la première fois dans le canal déférent chez la souris et le récepteur κ (KOP) pour 
ketocyclazocine (Snyder and Pasternak, 2003). 
Le clonage du récepteur DOP de souris par les groupes de B. Kieffer et C.J Evans en 1992 
a ouvert la voie au clonage de toute la famille de ces récepteurs (Evans et al., 1992; Kieffer et 
al., 1992). En 1993, les récepteurs MOP et KOP ont été respectivement clonés dans le cerveau 
de rat et le cerveau de souris (Chen et al., 1993; Yasuda et al., 1993). Enfin, un quatrième et 
nouveau récepteur opioïde, le récepteur NOP (récepteur à la nociceptine ou ORL-1 pour 
Opioid-Like-Receptor) a été cloné en 1994 (Mollereau et al., 1994). 
Les récepteurs MOP, DOP, KOP et NOP ont environ 60 % d’homologie de séquence, 
cette homologie est encore importante au niveau des séquences transmembranaires (75 %) et 
les boucles intracellulaires (86 à 100 %). Les différences les plus marquées se situent au 
niveau des boucles extracellulaires et dans les extrémités N- et C-terminales. Elles sont 
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Figure 9: Structure type d’un récepteur 
opioïde.  
Chaque TM est annoté par un chiffre romain. 
Les cercles blancs vides représentent les 
acides aminés non conservés entre les 
récepteurs MOP, DOP, KOP et NOP. Les 
cercles blancs avec une lettre, les acides 
aminés identiques entre les récepteurs. Les 
cercles violets, les acides aminés conservés 
entre MOP, DOP et KOP. Les cercles verts, 
les acides aminés très conservés de la famille 
1 des RCPG. Les cercles jaunes, les 2 
cystéines formant le pont di-sulfure. IL = 
boucle intracellulaire, EL = boucle 
extracellulaire. D’après (Waldhoer et al., 
2004) 
probablement la cause des variations de propriétés de liaisons et d’effets des ligands entre les 
récepteurs (figure 9) (Waldhoer et al., 2004). 
Le clonage des récepteurs opioïdes a permis de les caractériser comme des récepteurs à 
sept domaines transmembranaires ayant des caractéristiques communes aux récepteurs de la 
famille 1 de la rhodopsine tels que le motif E/DRY en fin de TM III, un résidu aspartique dans 
le TMII ou encore la présence d’une cystéine de palmitoylation en fin de TM VII permettant 
la mise en place de l’hélice VIII cytoplasmique (figure 9)(Surratt and Adams, 2005).  
 
B- Les ligands opioïdes 
 
La plupart des peptides endogènes sont synthétisés sous forme de précurseurs inactifs qui 
seront par la suite maturés par des endo- et exopeptidases : 
- la pro-opiomélanocortine dont sont dérivées les β-endorphines sélectives des 
récepteurs MOP. 
- la proenképhaline qui génère la Met-enképhaline et la Leu-Enképhaline sélectives des 
récepteurs DOP. 
- la prodynorphine qui produit les dynorphines A et B sélectives des récepteurs KOP. 
- la pronociceptine dont dérive la nociceptine sélective des récepteurs NOP. 
Il est à noter que tous ces peptides endogènes, bien que synthétisés à partir de précurseurs 
différents, possèdent une séquence pentapeptidique en N-terminale de type Tyr-Gly-Gly-Phe-
Met/Leu (YGGFM/L) nécessaire à leur reconnaissance par les récepteurs opioïdes exceptée la 
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nociceptine qui présente une phénylalanine à la place d’une tyrosine en N-terminale 
(Waldhoer et al., 2004).  
En 1997 Kastin et ses collaborateurs isolèrent un tétrapeptide naturellement exprimé dans 
le cerveau humain et bovin et très sélectif des récepteurs MOP, l’endomorphine-1 (Zadina et 
al., 1997). Un peptide apparenté, l’endomorphine 2 fut à son tour isolé (Hackler et al., 1997). 
Cependant, aucun précurseur de ces peptides n’a encore été décrit et la recherche de ces 
séquences dans le protéome humain par des techniques de bioinformatique tend à revoir 
l’existence de ces peptides au niveau endogène. En effet, de nombreuses protéines comportent 
les séquences de ces peptides (notamment des protéines Gα) et pourraient avoir réagi de 
manière non-spécifique avec les anticorps utilisés pour l’isolement des endomorphines 1 et 2 
(Terskiy et al., 2007). 
 
Il existe de nombreux ligands exogènes des récepteurs MOP, les plus connus étant la 
morphine et l’héroïne. L’agoniste de synthèse le plus sélectif du récepteur MOP est le 
DAMGO un dérivé d’enképhaline (Waldhoer et al., 2004).  
De nombreux agonistes et antagonistes sélectifs des différents récepteurs opioïdes ont été 
synthétisés et isolés chez la grenouille. Parmi ces molécules on peut noter la Deltorphine-I, 
isolée chez la grenouille Phyllomedusa bicolor, agoniste très sélectif des récepteurs DOP 
(Erspamer et al., 1989) ainsi que la naloxone, antagoniste synthétique de référence des 
récepteurs opioïdes. Ces trois molécules (DAMGO, Deltorphine-I et Naloxone) sont utilisées 
dans l’étude qui suit. 
 
C- Couplage aux protéines G 
 
Les récepteurs opioïdes sont principalement couplés aux protéines G de type Gi/o qui leur 
confère tous la capacité d’inhiber la voie de l’adénylyl cyclase (Evans et al., 1992; Chen et al., 
1993; Meunier et al., 1995). Leur expression naturelle (lignées neuronales NG108-15 et SH-
SY5Y) et hétérologue dans des lignées cellulaires ont permis de caractériser plus précisément 
leurs interactions avec les sous-types de protéines G. Ainsi il a été montré que le récepteur 
MOP peut interagir avec différents sous-types des sous-unités Gαi et Gαo ainsi qu’avec Gαz 
mais pas avec Gαq, Gα12 et Gα13 (figure 10) (Chan et al., 1995) (Chakrabarti et al., 1995) 
(Chalecka-Franaszek et al., 2000). Plus récemment, une interaction physique entre la sous-
unité Gαs et le récepteur MOP a été mise en évidence dans les cellules CHO par 
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Gi, Go, Gz, G16
Gi, Go, Gz, G16
Gi, Go, Gz, G16
Récepteur 
MOP
Récepteur 
DOP
Récepteur 
KOP
Récepteur 
NOP
Gi, Go, Gz, G16, GsGq, G11, G12, G13, G14
Gs
Gs
?
Figure 10: Représentation schématiques des protéines Gα connues pour 
interagir avec les différents récepteurs opioïdes. Seules les interactions 
démontrées (flèches pleines) et les interactions non-démontrées (flèches 
interrompues) sont indiquées. D’après (Connor and Christie, 1999) 
immunoprécipitation, cette association étant augmentée suite à un  traitement chronique à la 
morphine (Chakrabarti et al., 2005). 
Le couplage du récepteur MOP aux protéines G peut être régulé par la structure 
membranaire telle que la richesse en gangliosides de type GM1 (Crain and Shen, 1998). 
Enfin, comme décrit précédemment, la capacité des récepteurs opioïdes à activer les 
protéines G et donc à transduire le signal suite à l’activation du récepteur par son agoniste est 
fortement modulée par les protéines régulatrices des protéines G telles que les RGS, plus 
particulièrement les protéines de la famille R7 et la RGS4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D- Effecteurs des récepteurs opioïdes 
 
1- Les effecteurs classiques  
Parmi les effecteurs des récepteurs opioïdes on dénombre l’adénylyl cyclase inhibée par 
les sous-unités Gαi/o, les canaux calciques voltage-dépendants de type N ou encore les canaux 
GIRK, ces deux derniers étant modulés par les sous-unités Gβγ   (la nature de ces modulations 
sera détaillée dans le chapitre III.). 
L’activation des récepteurs opioïdes induit aussi une activation de la voie des MAP 
kinases. L’activation de cette voie implique un rôle des opioïdes dans la régulation de divers 
processus tels que la croissance, la différenciation, la migration ou encore la mort cellulaire 
(Tegeder and Geisslinger, 2004).  D’un point de vue neurologique, les MAP kinases sont 
impliquées dans la plasticité synaptique (Sweatt, 2004). La régulation de cette voie par les 
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Figure 11: Enregistrement des 
variations de concentration en calcium 
intracellulaire ([Ca2+]i) par technique 
d’imagerie calcique dans les cellules 
SH-SY5Y. A, le DPDPE, agoniste des 
récepteurs (DOP) n’induit pas 
d’augmentation de la fluorescence. B, 
Après stimulation concomitante des 
récepteurs muscariniques par le 
carbachol, le DPDPE induit une 
augmentation de la fluorescence et 
donc de Ca2+]i. Cet effet est réversé 
par l’application de naltrindole, 
antagoniste des récepteurs DOP. A et 
B, les flèches représentent l’ajout de 
DPDPE dans le milieu 
d’enregistrement. D’après (Chen et al., 
2000a). 
A. 
B. 
opioïdes pourrait donc être impliquée dans les mécanismes adaptatifs de la tolérance aux 
opiacés (Eitan et al., 2003). 
 
2- Modulation de la Phospholipase Cβ 
Il apparaît de plus en plus une complexité dans la signalisation des RCPG. Par exemple la 
signalisation d’un récepteur préférentiellement couplé à un type de signalisation peut être 
régulé par d’autres RCPG couplés à d’autres voies.  
Un exemple de ces interactions hétérologues ou « cross-talk » entre RCPG est la capacité 
de certains RCPG à réactiver la Phospholipase Cβ (PLCβ), préalablement activée par une 
protéine G de type Gq, bien qu’ils ne soient pas couplés à une protéine G de type Gq. Cet 
effet de « réactivation de la voie de la PLCβ » est retrouvé pour de nombreux RCPG couplés 
à Gi/o tels que les récepteurs à l’adénosine, à la somatostatine à la sérotonine ou encore 
opioïdes avec systématiquement un des partenaires couplé aux protéines G de type Gq (Werry 
et al., 2003). 
Comme énoncé précédemment, l’activation de la PLCβ permet la mobilisation des stocks 
calciques intracellulaires. Aussi, bien que l’activation des récepteurs DOP n’induise pas de 
libération de Ca
2+
 intracellulaire dans les cellules SH-SY5Y, l’activation concomitante des 
récepteurs muscariniques engendre une augmentation de la concentration de calcium à 
l’intérieur de la cellule par le DPDPE, agoniste du récepteur DOP. Cette signalisation est 
indépendante du calcium extracellulaire et met donc en évidence une libération de calcium 
des stocks intracellulaires (figure 11) (Connor and Henderson, 1996; Chen et al., 2000a). 
 26 
Les mécanismes moléculaires de la réactivation de la voie PLC ne sont pas encore 
clairement élucidés mais il est nettement établi que les sous-unités Gβγ sont capables de 
moduler directement la phospholipase Cβ et plus particulièrement les PLCβ2 et 3 sur des sites 
distincts de ceux de liaison des sous-unités Gαq (Katz et al., 1992; Drin and Scarlata, 2007). 
Les sous-unités peuvent se lier à la PLCβ au niveau des domaines PH (Pleckstrin homology) 
situés en partie N-terminale de l’enzyme et  du domaine catalytique Y de celle-ci, ces 2 
domaines étant indispensables à l’activation de la PLCβ par Gβγ (Illenberger et al., 2003; 
Drin and Scarlata, 2007). Réciproquement la PLCβ interagit au niveau des hélices 1, 2, 5 et 7 
de la structure en tonneau β de la sous-unité Gβ mais aussi au niveau de la partie N-terminale 
de liaison à Gγ.  
Basées sur la capacité de liaison de Gβγ sur la PLCβ, deux hypothèses peuvent être 
émises quant à la réactivation de la PLCβ. D’une part la liaison de Gαq libère un site de 
liaison au dimère Gβγ, cette liaison entraîne alors un changement conformationnel de la PLCβ 
la rendant ainsi plus active. D’une manière différente, la liaison de Gβγ à l’enzyme empêche 
sa phosphorylation par la PKC ou la PKA prévenant ainsi la désensibilisation de la PLCβ 
(Werry et al., 2003).  
 
E- Terminaison de la signalisation 
 
1- Phosphorylation des récepteurs 
Les récepteurs opioïdes sont soumis au phénomène de désensibilisation. Les premières 
études réalisées sur le récepteur DOP naturellement exprimés dans les cellules NG108-15 
montrent une diminution de la capacité de l’étorphine, agoniste non sélectif des récepteurs 
opioïdes, à inhiber l’adénylil cyclase après un prétraitement des cellules par 10 nM 
d’étorphine (Law et al., 1982). Dans les cellules SK-N-BE, qui expriment naturellement ces 
récepteurs, ou HEK 293 une phosphorylation progressive du récepteur a été mise en évidence 
par traitement prolongé à l’étorphine corrélée à une désensibilisation de la voie de l’adénylyl 
cyclase  (Pei et al., 1995; Hasbi et al., 1998). Ces deux phénomènes ne sont pas retrouvés 
après prétraitement des cellules par des inhibiteurs spécifiques des GRK comme les ions Zn
2+
 
(Hasbi et al., 1998).  
De nombreux travaux ont reporté la capacité de différentes GRK à phosphoryler et donc 
désensibiliser les récepteurs opioïdes. Un rôle des GRK2 est privilégié. Par exemple, une 
surexpression de GRK2 augmente la phosphorylation du récepteur DOP après traitement au 
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DPDPE tandis que son dominant négatif, GRK2-K220R, bloque la désensibilisation de 
l’inhibition de l’adénylyl cyclase par le DPDPE (Pei et al., 1995). De même l’expression du 
domaine PH de GRK2, entrant en compétition avec la GRK2 native pour la liaison à Gβγ 
empêche la désensibilisation de l’activation des canaux GIRK par le DAMGO, agoniste des 
récepteurs MOP, dans les neurones du noyau du Raphé Magnus de rat (Li and Wang, 2001).  
Les sites de phosphorylation par les GRKs sont retrouvés en position C-terminale des 
récepteurs opioïdes (Marie et al., 2006). Notamment la substitution de la thréonine en position 
394 par une alanine abolie la phosphorylation et la désensibilisation du récepteur MOP par le 
DAMGO (Deng et al., 2000). 
 
De manière intéressante il semblerait que la phosphorylation d’un récepteur, comme le 
récepteur MOP, est fonction de la nature de son agoniste mais aussi du modèle cellulaire 
utilisé dans l’étude (Marie et al., 2006). En effet, bien que de nombreuses études montrent que 
la morphine n’induit pas de désensibilisation du récepteur MOP dans des systèmes 
hétérologues (cellules HEK-293), Haberstock-Devic et ses collaborateurs ont mis en évidence 
une internalisation consécutive à une désensibilisation du récepteur par la morphine dans des 
cultures primaires de neurones striataux de rat (Haberstock-Debic et al., 2005). De même le 
DAMGO induit une phosphorylation du récepteur MOP plus importante que la morphine 
(Marie et al., 2006).  
 
2- Découplage et internalisation 
Le découplage aux protéines G a été montré pour les récepteurs DOP et KOP où la 
surexpression de la β-arrestine 1 diminue la capacité des récepteurs à activer la liaison du 
[
35
S]GTPγS aux protéines G, marqueur de l’activation de ces dernières, mais cet effet n’est 
pas retrouvé pour les récepteurs MOP (Cheng et al., 1998). Par contre, l’invalidation du gène 
de la β-arrestine 2 dans des souris knock-out permet une meilleure activation de la liaison du  
[
35
S]GTPγS par le DAMGO, agoniste des récepteurs MOP sur membranes de substance grise 
périacqueducale (Bohn et al., 1999). 
 
L’internalisation des récepteurs opioïdes a pu être observée par de nombreuses techniques 
comme l’utilisation de récepteurs fusionnés à des protéines fluorescentes (dérivés de la GFP, 
Green Fluorescent Protein) dans des systèmes hétérologues  ou encore l’utilisation de ligands 
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fluorescents ou d’anticorps dirigés contre les récepteurs dans des systèmes natifs (Marie et al., 
2006). 
L’implication des β-arrestines dans ce processus est bien démontrée pour les récepteurs 
opioïdes. Par exemple, l’inactivation des β-arrestines par expression de dominants négatifs 
diminue de manière significative l’internalisation des récepteurs MOP induite par l’étorphine 
dans les cellules HEK293 tandis que la surexpression des β-arrestines permet une 
internalisation plus importante par l’agoniste (Marie et al., 2006). 
Enfin, la surexpression d’un mutant de la β-arrestine 2, qui rentre en compétition avec la 
β-arrestine 2 native pour le recrutement de la clathrine (Krupnick et al., 1997), empêche 
l’internalisation du récepteur MOP par le DAMGO et la morphine dans les neurones striataux 
de rat (Haberstock-Debic et al., 2005). 
Dans le cas des récepteurs opioïdes, de nombreux paramètres entrent en jeu comme la 
nature de l’agoniste, le modèle cellulaire utilisé ou le temps de traitement par l’agoniste 
(Marie et al., 2006). 
 
F- Dimérisation des récepteurs opioïdes 
 
1- Dimérisation entre récepteurs opioïdes 
Après la découverte de la capacité des RCPG à former des dimères, de nombreuses études 
ont été réalisées sur les trois principaux récepteurs opioïdes, MOP, DOP et KOP, les résultats 
obtenus sont présentés dans la table II. A l’exception de l’hétérodimère MOP/KOP pour 
lequel l’existence est controversée, toutes les autres combinaisons ont été recensées. 
 
Les phénomènes de dimérisation entre les récepteurs opioïdes peuvent modifier 
considérablement la pharmacologie et le trafic des récepteurs. Par exemple, l’expression des 
récepteurs DOP murins dans des cellules CHO tendent à montrer que ces récepteurs existent 
sous forme homodimérique par liaison au niveau de leurs extrémités C-terminales et que le 
traitement par un agoniste DOP détruit ces dimères, permettant ainsi l’internalisation des 
récepteurs sous forme monomérique (Cvejic and Devi, 1997). De même l’hétérodimérisation 
entre les récepteurs DOP et KOP altère l’affinité des agonistes spécifiques des récepteurs tout 
en augmentant l’affinité des agonistes moins spécifiques, créant un nouveau site de liaison 
aux opioïdes avec une nouvelle pharmacologie (Jordan and Devi, 1999). 
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L’hétérodimère entre les récepteurs opioïdes le plus étudié est l’hétérodimère MOP-DOP. 
D’une part, l’association des deux récepteurs crée une nouvelle entité avec des paramètres de 
liaison modifiés (Gomes et al., 2000), d’autre part le complexe MOP-DOP se lierait 
préférentiellement aux protéines G insensibles à la toxine pertussique de type Gz, créant ainsi 
une cascade de signalisation différente des récepteurs sous forme homomérique (George et 
al., 2000; Fan et al., 2005). De plus quand les récepteurs sont sous forme hétérodimérique, 
une synergie d’effet est observée. L’activité des récepteurs MOP est augmentée en présence 
de faibles concentrations d’agonistes / antagonistes du récepteur DOP que ce soit au niveau 
cellulaire (augmentation de la liaison du [
35
S]GTPγS, inhibition de l’adénylyl cyclase) mais 
aussi chez l’animal puisque l’analgésie induite par la morphine est potentialisée en présence 
d’antagoniste du récepteur DOP ouvrant ainsi une nouvelle voie thérapeutique dans la 
pharmacologie de la douleur (Gomes et al., 2004). Cependant une controverse existe dans ces 
résultats puisque d’autres études suggèrent la nécessité des récepteurs MOP et DOP à être en 
conformation active et liés aux protéines G pour augmenter la signalisation du récepteur MOP 
(Snook et al., 2006, 2008).  
Enfin, Wang et ses collaborateurs ont mis en évidence une hétérodimérisation entre les 
récepteurs MOP et NOP par technique de BRET dans les cellules HEK 293 nécessitant 
l’extrémité C-terminale des récepteurs. Cette interaction fonctionnelle ne modifie pas les 
paramètres de liaison des agonistes opioïdes mais l’activation des récepteurs NOP induit une 
désensibilisation croisée des récepteurs MOP (Wang et al., 2005). 
 
 MOP DOP KOP 
MOP 
Li-Wei et al., 2002 
Pascal and Milligan, 2005 
Wang et al., 2005 
George et al., 2000 
Gomes et al., 2000 
Martin and Prather, 2001 
Gomes et al., 2004 
Law et al., 2005 
Wang et al., 2005 
Snook et al., 2006 
Rozenfeld and Devi, 2007 
Jordan and Devi, 1999 
Wang et al., 2005 
DOP  
Cvejic and Devi, 1997 
McVey et al., 2001 
Pascal and Milligan, 2005 
Wang et al., 2005 
Jordan and Devi, 1999 
Ramsay et al., 2002 
Wang et al., 2005 
KOP   
Jordan and Devi, 1999 
Ramsay et al., 2002 
Pascal and Milligan, 2005 
Wang et al., 2005 
 Table II : Résumé bibliographique des résultats obtenus pour la recherche d’homo- et hétérodimères dans la 
famille des récepteurs opioïdes. La référence en rouge correspond à une absence de dimère trouvé, les références 
en bleu correspondent à des études menées sur systèmes natifs. 
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2- Dimérisation avec d’autres RCPG 
Les récepteurs MOP peuvent hétérodimériser avec des RCPG non opioïdes tels que les 
récepteurs CCR5 (Suzuki et al., 2002; Chen et al., 2004), SST2A (Pfeiffer et al., 2002), NK1 
(Pfeiffer et al., 2003), CB1 (Rios et al., 2006), NPFF2 (qui sera exposée ultérieurement 
(Roumy et al., 2007)) ou encore α2A-adrénergiques (Jordan et al., 2001; Vilardaga et al., 
2008).  
Chaque hétérodimère a des propriétés différentes, ainsi l’hétérodimérisation entre le 
récepteur MOP et le récepteur CB1 ne modifie pas les propriétés de liaison des récepteurs 
mais diminue la capacité des deux récepteurs à activer les protéines G , que ce soit sur cellules 
surexprimant les deux récepteurs ou sur neurones striataux de rat impliquant une réalité 
physiologique de cette hétérodimérisation (Rios et al., 2006). Ce phénomène de 
désensibilisation croisée est observé entre les récepteurs MOP et CCR5, l’activation d’un 
récepteur par son agoniste augmente la phosphorylation de l’autre récepteur et diminue sa 
capacité de couplage aux protéines G. Néanmoins, seul le récepteur activé par son agoniste 
spécifique est internalisé suggérant une dissociation de l’hétérodimère avant l’internalisation 
des récepteurs (Chen et al., 2004).  
Outre le couplage des récepteurs aux protéines G et la capacité de liaison aux agonistes, 
l’hétérodimérisation entre les récepteurs peut modifier le trafic de ceux-ci. Ainsi, 
l’hétérodimérisation entre le récepteur MOP et NK1 à la substance P entraîne une 
internalisation croisée des récepteurs mais, de manière intéressante, change le profil de 
désensibilisation du récepteur MOP uniquement. En effet, bien que sous forme monomérique 
le récepteur MOP est internalisé rapidement par interaction transitoire avec la β-arrestine 2 et 
retourne rapidement à la membrane, sous forme hétérodimérique il adopte le même profil que 
le récepteur NK1 soit une internalisation avec maintien de sa liaison avec la β-arrestine 2 et 
une resensibilisation à la membrane beaucoup plus lente (Pfeiffer et al., 2003). 
Un travail récent sur l’hétérodimère entre les récepteurs MOP et α2A-adrénergiques a pu 
mettre en évidence un mécanisme de modulation au niveau même des récepteurs (Vilardaga et 
al., 2008). Par des techniques de FRET entre i) différents domaines du récepteur α2A-
adrénergique et ii) les sous-unités des protéines G, les auteurs ont montré que l’activation du 
récepteur MOP pouvait stabiliser le récepteur α2A-adrénergique dans un état inactif malgré la 
présence qu’un agoniste de ce récepteur, cet effet étant réciproque. Ceci s’expliquerait par 
l’activation du premier récepteur par son agoniste qui entraîne un changement 
transconformationnel de l’autre récepteur comme par exemple une modification de la position 
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des boucles C-terminale et C III qui modifie la capacité de liaison du récepteur aux protéines 
G (Vilardaga et al., 2008). 
 
III- MODULATION DES CANAUX IONIQUES PAR LES RCPG 
 
Selon l’Association Internationale de l’Etude de la Douleur, " La douleur est une 
expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, associée à un dommage tissulaire présent 
ou potentiel, ou décrite en terme d'un tel dommage. " La douleur trouve son origine dans la 
stimulation de nocicepteurs reliés à des fibres sensitives afférentes de type Aδ et C qui 
projettent au niveau de ganglions situés dans la corne dorsale de la moelle épinière. La 
stimulation de ces fibres provoque la libération de neurotransmetteurs excitateurs comme le 
glutamate ou de neuropeptides tels que la substance P qui propagent le message nociceptif via 
la stimulation de neurones relais situés dans la moelle épinière. Ces derniers transmettent 
l’information à cinq voies ascendantes (tractus spinothalamique, spinoréticulaire, 
spinomésencéphalique, cervicothalamique et spinohypothalamique) relayant l’information 
douloureuse au niveau supraspinal, plus particulièrement au niveau du thalamus (Kandel et 
al., 2000). 
La libération du glutamate et des neuropeptides nociceptifs est sous la dépendance des 
canaux voltage-dépendants de type N, P/Q, ces canaux pré-synaptiques étant ouverts suite à la 
propagation du potentiel d’action le long des fibres afférentes. 
 
Il est clairement établi que les opioïdes endogènes, enképhalines, ou exogènes, morphine, 
peuvent induire une analgésie qui se caractérise par l’absence de perception de la sensation 
douloureuse suite à l’application d’un stimulus normalement nociceptif.  
Les récepteurs opioïdes (MOP, DOP, KOP et NOP) sont très fortement exprimés dans les 
couches superficielles de la corne dorsale de la moelle épinière ainsi que dans les ganglions de 
racine dorsale (Pan et al., 2008). L’analgésie opioïde se traduit au niveau cellulaire par une 
diminution de la transmission du message douloureux le long des voies nociceptives 
ascendantes, ceci par 2 mécanismes : 
- inhibition des canaux calciques voltage-dépendants de type N entraînant une 
diminution de la libération du glutamate et de substance P au niveau de la moelle 
épinière. 
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- suppression de l’excitabilité des neurones postsynaptiques de la moelle épinière par 
l’ouverture de canaux potassiques de la rectification entrante (GIRK) entraînant une 
hyperpolarisation des neurones. 
 
In vivo le neuropeptide FF module les effets analgésiques de la morphine chez le rongeur, 
au niveau cellulaire il diminue l’inhibition des canaux calciques voltage-dépendants de type N 
par le DAMGO sur neurones dissociés de rat (Mollereau et al., 2005a). Il convient donc de 
décrire précisément les mécanismes moléculaires de la modulation des canaux calciques 
voltage-dépendants de type N et d’ouverture des canaux potassiques de la rectification 
entrante. 
 
A- Modulation des canaux calciques voltage-dépendants de type N, P / Q  
 
1- Les canaux calciques voltage-dépendants 
a- La famille des canaux calciques voltage-dépendants 
De nombreux sous-types de canaux calciques voltage-dépendants (T-, L-, N-, P/Q- et R-) 
ont pu être identifiés chez le mammifère sur la base de leur profil électrophysiologique et  
pharmacologique (Tedford and Zamponi, 2006). Parmi ces canaux, on différencie les canaux 
à bas seuil (activés par un faible voltage) et les canaux calciques voltage-dépendants à haut 
seuil (activés par un haut voltage) (table III).  
La sous-famille des canaux à bas seuil est représentée par les canaux calciques voltage-
dépendants de type T qui n’ont besoin que d’une faible dépolarisation de la membrane pour 
être ouverts et sont très vite inactivés, ils sont impliqués dans les oscillations du thalamus 
mais aussi dans les sécrétions d’aldostérone et de cortisol (Catterall et al., 2005).  
 
La sous-famille des canaux à haut seuil est quant à elle représentée par les autres sous-
types de canaux. : 
i. les canaux calciques voltage-dépendants de type L impliqués dans la contraction des 
muscles lisses et squelettiques notamment. Ils sont bloqués par les dihydropyridines telles que 
la Nifédipine, médicament utilisé contre l’hypertension.  
ii. les canaux calciques voltage-dépendants de type N sélectivement bloqués par des 
toxines isolées chez le mollusque de type Conus geographus telles que l’ω-conotoxine GVIA. 
Leur activation est indispensable à la libération de neurotransmetteurs dans les synapses 
rapides. Ils sont notamment impliqués dans la transmission du message nociceptif par 
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Table III : Composition et distribution des canaux calciques voltage-dépendants. Bleu, canaux à haut seuil ; 
rouge, canaux à bas seuil.  D’après (Catterall, 2000) 
l’induction de la libération de neuropeptides telles que la substance P et représentent de ce fait 
une cible importante  dans le traitement pharmacologique de la douleur. 
iii. les canaux calciques voltage-dépendants de type P/Q impliqués dans les mécanismes 
de neurotransmission au niveau des synapses rapides et inactivés par l’ω-agatoxine IVA de 
l’araignée Agelenopsis aperta. 
iv. les canaux calciques voltage-dépendants de type R, résistants aux bloqueurs 
précédemment cités et sensible au SNX-482. Ils jouent un rôle dans la neurotransmission ainsi 
que dans les mécanismes de potentialisation à long terme (Catterall et al., 2005).  
 
Gène α1 
Sous-
unité α1 
Type de 
canal 
Bloqueurs Distribution tissulaire 
Cav1.1 α1S L Dihydropyridines Muscle squelettique 
Cav1.2 α1C L Dihydropyridines 
Tissu cardiaque, endocrine, 
neural 
Cav1.3 α1D L Dihydropyridines 
Tissu cardiaque, endocrine, 
neural 
Cav1.4 α1F L Dihydropyridines Photorécepteurs de la rétine 
Cav2.1 α1A P/Q ω-agatoxine IVA Neurones 
Cav2.2 α1B N ω-conotoxine GVIA Neurones 
Cav2.3 α1E R SNX-482 Neurones 
Cav3.1 α1G T Kurtoxine Ubiquitaire 
Cav3.2 α1H T Kurtoxine, nickel Ubiquitaire 
Cav3.3 α1I T Kurtoxine Tissu neural 
 
b- Structure des canaux calciques voltage-dépendants 
Les canaux calciques voltage-dépendants sont constitués de 4 sous-unités : α1, β, γ et α2-δ 
de masse respective 190, 55, 33 et 170 kDa (figure 12). Ils ont tous une structure homologue 
mais diffèrent par la nature de la sous-unité α1 (Catterall, 2000). En effet, 10 gènes codant 
pour cette sous-unité ont été caractérisés chez le mammifère recouvrant 3 familles de sous-
unités α1 (Cav1, Cav2 et Cav3) chacune étant spécifique d’un type de canal (table III). 
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Figure 12 : Représentation schématique des sous-unités d’un canal calcique voltage-dépendant. Les chiffres 
romains de I à IV représentent les 4 domaines transmembranaires de la sous-unité α1. I-II, II-III et III-IV sont 
les boucles cytoplasmiques reliant les domaines de  α1. +, résidus chargés positivement constituant le senseur 
de voltage. –SS-, pont disulfure entre les sous-unités α2 et δ ; SH3, Src Homology 3 domain ; GK, guanylate 
kinase. 
Quel que soit le canal, la sous-unité α1 représente le cœur du canal puisqu’elle forme le 
pore par lequel le calcium peut pénétrer à l’intérieur de la cellule.  
 
Elle est formée de 4 domaines homologues (notés I à IV), de 3 boucles cytoplasmiques 
reliant les domaines (linker I-II, II-III et III-IV) et d’extrémités C- et N-terminale 
cytoplasmiques. 
Chaque domaine est constitué de 6 hélices transmembranaires (S1-S6) ainsi que d’une 
boucle P rentrante entre les hélices S5 et S6 qui structure la partie extracellulaire du pore. La 
présence de résidus glutamate sur chaque boucle P confère la sélectivité du canal au Ca
2+
. La 
partie interne du pore est dessinée par les segments S6. 
 Il faut noter l’importance de l’hélice S4 fortement riche en résidus lysine et arginine 
chargés positivement, ce segment joue le rôle de senseur de voltage et se déplace en réponse 
au champ électrique membranaire induisant par la suite un changement conformationnel de la 
sous-unité α1 et donc l’ouverture du pore (figure 6) (Catterall, 2000).   
Enfin, il existe un motif SYNPRINT (Synaptic Protein Interaction) sur la boucle 
cytoplasmique II-III des sous-unités α1A et α1B (VGCCs de type P/Q et N) qui confèrent au 
canal la capacité de se lier aux protéines synaptiques (Synaptotagmine, SNAP-25, Syntaxine). 
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Les canaux de type N et P/Q, situés sur les terminaisons neuronales, sont impliqués dans la 
libération de neurotransmetteurs dans la fente synaptique suite à la propagation d’un potentiel 
d’action sur le neurone présynaptique. La forte dépolarisation induit l’ouverture des canaux 
provoquant une augmentation rapide et localisée de la concentration intracellulaire en Ca
2+
. 
Les protéines de type SNARE (Synaptotagmine, SNAP-25, Syntaxine) liées au canal calcique 
de façon Ca
2+
-dépendante permettent la fusion des vésicules à cœur dense contenant les 
neurotransmetteurs avec la membrane plasmique et  la libération de ces derniers (Catterall, 
1998). 
 
La sous-unité β est codée par quatre gènes chez les vertébrés dont certains subissent un 
épissage alternatif. Cette protéine est cytoplasmique excepté le variant d’épissage β2a 
palmitoylé et donc ancré à la membrane. Elle comporte 2 domaines très conservés, guanylate 
kinase et SH3 séparés par des domaines moins conservés, qui interagissent entre eux pour 
former une sous-unité β fonctionnelle. La sous-unité β interagit avec la sous-unité α1 via un 
domaine BID (β-interaction domain) qui se lie sur le domaine AID (alpha interaction domain, 
uniquement présente chez les α1 des canaux à haut seuil) situé sur le linker I-II (Tedford and 
Zamponi, 2006). L’interaction de la sous-unité β à α1 serait importante pour l’adressage de α1 
à la membrane plasmique. De plus la présence de β permet l’ouverture du canal calcique à des 
voltages plus négatifs qu’en son absence (hyperpolarisation de l’activation voltage-
dépendante) (Dolphin, 2003). 
 
On ne peut pas dissocier les sous-unités α2-δ. En effet, elles sont codées par le même gène 
sous quatre isoformes (α2-δ1 à α2-δ4), traduites en un seul peptide puis clivées post-
traductionnellement en 2 peptides distincts lesquels seront reconnectés par un pont disulfure. 
La sous-unité α2 est extracellulaire mais connectée à la membrane par la portion δ qui est sous 
forme d’une hélice transmembranaire. 
 
Il existe huit isoformes de la sous-unité γ (γ1 à γ8), elle consiste en quatre hélices α 
transmembranaires avec les extrémités N- et C-terminales intracellulaires. A l’heure actuelle, 
la présence de ces sous-unités est très controversée puisque seuls les canaux calciques de type 
L semblent co-purifier avec γ (Dolphin, 2006). 
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Figure 13 : (haut) Enregistrement des potentiels 
d’action sur neurones de ganglion de racine dorsale de 
poulet en présence (+) ou non (-) de noradrénaline(NA), 
les tracés intermédiaires représentent la 
désensibilisation de la réponse à la noradrénaline (NA). 
(Bas) Enregistrement d’un courant calcique de type N 
sur ces mêmes neurones avant et après (+NA) 
application de NA (Dunlap and Fischbach, 1981). 
2- Modulation des les canaux calciques voltage-dépendants de type N, P/Q par les 
protéines G 
a- Mise en évidence 
Les canaux calciques de type N, P/Q sont localisés principalement sur les teminaisons 
neuronales en position présynaptiques. Ils sont ouverts suite à une dépolarisation de la 
membrane induite par un potentiel d’action et sont indispensables à la libération de 
neurotransmetteurs dans la fente synaptique (Dolphin, 2006). 
 
La modulation des canaux calciques de 
type N, P/Q a été mise en évidence il y a 
maintenant 30 ans par les travaux de 
Dunlap et Fischbach (figure 13) (Dunlap 
and Fischbach, 1978, 1981). Ces auteurs ont 
montré que i) la contribution des canaux 
calciques aux potentiels d’actions 
somatiques dans des neurones de ganglion 
de racine dorsale de poulet était réduite par 
l’activation de récepteurs GABAB, 
sérotoninergiques ou adérnergiques 
entraînant un raccourcissement du potentiel 
d’action (Dunlap and Fischbach, 1978) et ii) 
cet effet est dû à une inhibition voltage-
dépendante de ces canaux (canaux calciques 
voltage-dépendants de type N) médiée par les 
neurotransmetteurs (Dunlap and Fischbach, 1981). Par la suite,  Holz et ses collaborateurs 
montrèrent que l’effet des RCPG était aboli par le prétraitement des neurones par la toxine 
Pertussique  mettant en évidence un rôle des protéines G de type Gi/o dans cette inhibition 
(Holz et al., 1986). Enfin, des études de patch-clamp en configuration « cellule attachée » 
(mesure d’un seul canal sur une petite portion de la membrane plasmique) sur neurones de 
ganglions de racine dorsale de poulet ont montré que l’effet inhibiteur de la noradrénaline 
était observé uniquement lorsqu’elle était délivrée directement sur la partie membranaire au 
contact de la pipette de patch et non dans le milieu extracellulaire excluant la participation 
d’un second messager diffusible responsable de l’effet et suggérant donc un effet direct de la 
protéine G sur le canal (Forscher et al., 1986). 
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Le rôle direct de βγ a été proposé après la mise en évidence de son effet direct sur les 
canaux potassiques de la rectification entrante (Yamada et al., 1998). Ce rôle a été démontré 
par l’étude de l’effet de leur surexpression sur l’activation des canaux de type N de neurones 
sympathiques isolés de rat par des techniques de Patch-Clamp (Herlitze et al., 1996; Ikeda, 
1996). Dans ces cellules, la surexpression des sous-unités Gβ1γ2 entraîne une inhibition des 
conductances calciques de même grandeur que celle médiée par l’application de 
Noradrénaline, tandis que la surexpression d’un variant constitutivement actif de la sous-unité 
Gαo n’a aucun effet sur le canal (Ikeda, 1996). L’application de noradrénaline sur les cellules 
surexprimant le dimère Gβγ ne produit pas d’effet additif à celui des sous-unités Gβγ 
suggérant une seule et même voie de modulation des canaux. De manière intéressante, Gβ1 ou 
Gγ2 seuls n’inhibent pas les canaux voltage-dépendants de type N suggérant que l’assemblage 
du dimère est nécessaire pour la modulation des canaux. 
 
Enfin le rôle spécifique de Gβγ a été conforté par l’utilisation de « β scavengers ». Les 
kinases des RCPG telles que la protéine β-ARK1 (β-adrenergic receptor kinase ou GRK2) 
possèdent des domaines de liaison aux sous-unités Gβγ qui leur permettent de piéger les sous-
unités endogènes. Aussi l’expression de ces domaines  dans des cellules COS-7 transfectées 
avec le canal calcique de type N supprime l’inhibition du canal (Meir et al., 2000).  
 
De nombreuses études ont révélé que la plupart des RCPG couplés Gi/o tels que les 
récepteurs opioïdes ou muscariniques étaient capables d’inhiber l’activité des canaux N, P/Q. 
Les canaux de type N semblent être inhibés de manière plus importante que les canaux de 
type P/Q (Zamponi et al., 1997). 
 
b- Bases moléculaires de l’inhibition voltage-dépendante 
Deux études ont mis simultanément en évidence l’existence d’une interaction entre les 
sous-unités Gβγ et la sous-unité α1 du canal au niveau de la jonction I-II (entre les domaines 
transmembranaires I et II de α1) des canaux calciques voltage-dépendants de type N et P/Q 
par des techniques de GST-pulldown (Zamponi et al., 1997) (De Waard et al., 1997). Cette 
interaction semble nécessaire pour l’inhibition des canaux puisque la surexpression de la 
région I-II diminue l’effet de Gβγ sur le canal (Zamponi et al., 1997). 
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Gβγ interagit avec la sous-unité α1 via deux domaines sur la jonction I-II dont un recouvre 
partiellement la séquence AID (alpha interaction domain) de liaison de la sous-unité β du 
canal (De Waard et al., 1997). La liaison de β au canal réduit l’inhibition voltage dépendante 
induite par les RCPG. Ceci est bien illustré par le travail de Campbell sur neurones de 
ganglions de racine dorsale de rat sur lesquels l’inhibition voltage dépendante du canal induite 
par l’activation des récepteurs GABAB est augmentée suite à la déplétion des cellules en sous-
unités β  (Campbell et al., 1995). Aussi la liaison des sous-unités Gβγ à ce niveau pourrait 
expliquer l’inhibition voltage-dépendante du canal. Cependant de nombreux résultats 
contradictoires sont reportés dans la littérature mais notent malgré tout l’importance de β dans 
l’inhibition voltage dépendante (Tedford and Zamponi, 2006).  
La jonction I-II de α1A et α1B (respectivement des canaux P/Q et N) possède un motif 
QXXER, cette séquence est homologue à celles retrouvées sur les canaux GIRK sur lesquelles 
se fixent Gβγ. Aussi une mutation de ce motif sur α1A/B diminue l’inhibition voltage 
dépendante induite par Gβγ. Cependant, l’introduction de ce motif sur la sous-unité α1C du 
canal calcique voltage-dépendant de type L, non modulé par Gβγ, ne rétablit pas l’inhibition 
voltage-dépendante mettant en évidence d’autres régions importantes pour l’effet de Gβγ 
(Herlitze et al., 1997). 
Ce n’est que récemment, par des techniques de FRET et de double-hybride, qu’un modèle 
d’inhibition du canal par les sous-unités Gβγ a été décrit mettant en jeu la partie N-terminale 
de la sous-unité α1B du canal (Agler et al., 2005). En effet le remplacement de cette partie 
dans α1B par son homologue de α1C abolit complètement l’inhibition voltage dépendante du 
canal. De plus Gβγ interagit avec la partie N-terminale de α1B, elle-même interagissant avec I-
IIB. Aussi les auteurs proposent qu’en position dite de « willing » (absence de Gβγ) les parties 
N-terminale et I-IIB sont disjointes tandis qu’en position « reluctant » elles interagissent entre 
elles ainsi qu’avec Gβγ pour stabiliser le canal dans un état inactif et diminuer sa probabilité 
d’ouverture suite à une dépolarisation (figure 14).  
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Figure 14 : schéma représentant la transition entre un état de 
« willing » et un état « reluctant » du canal calcique voltage 
dépendant de type N. Bleu, domaines I et II de la sous-unité α1B 
du canal ; I-II, jonction entre les 2 sous-unités. 
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L’inhibition voltage-dépendante des canaux de type N et P/Q dépend de l’isoforme Gβ (β1 
à β5) (Arnot et al., 2000; Feng et al., 2001). Cependant, aucune généralité quant au rôle d’un 
isoforme précis ne peut être déduite de ces études puisque les conditions expérimentales ainsi 
que le type cellulaire utilisé varient selon les études. Mais collectivement ces résultats 
pointent un mode de modulation différent selon les isoformes de Gβ sur les canaux de type N 
et les canaux de type P/Q (Tedford and Zamponi, 2006). 
 
c- caractéristiques de l’inhibition voltage-dépendante 
Les canaux calciques de type N peuvent être soumis à deux types d’inhibition i) voltage 
indépendante et ii) voltage dépendante. L’inhibition voltage indépendante se traduit par 
l’action de seconds messagers suite à l’activation du RCPG et à la participation de kinases 
(PKA, phosphatase I…) tandis que l’inhibition voltage-dépendante est médiée par les sous-
unités Gβγ (Tedford and Zamponi, 2006).  
Contrairement à l’inhibition voltage indépendante qui fait appel à des molécules de type 
second messagers, l’effet inhibiteur de type voltage dépendant est un phénomène délimité à la 
membrane plasmique comme il a été montré par les techniques de Patch-Clamp (Forscher et 
al., 1986). 
L’inhibition voltage dépendante, comme son nom l’indique, se caractérise par une 
dépendance au voltage. A l’échelle de la cellule entière, la diminution des courants calciques 
de type N par un RCPG est corrélée au voltage imposé avec une inhibition plus importante 
pour des potentiels plus hyperpolarisés (Bourinet et al., 1996). Sous l’effet des Gβγ, les 
canaux montrent une latence d’ouverture plus lente suite à la dépolarisation ainsi qu’une 
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probabilité plus faible d’ouverture (Carabelli et al., 1996). La latence d’ouverture s’explique à 
l’échelle du canal par une stabilisation de l’état fermé (« reluctant ») du canal par son 
interaction avec Gβγ  (figure 14). 
De plus, l’effet des sous-unités Gβγ est aboli par une forte dépolarisation (+ 100 mV) de 
la membrane précédant l’activation du RCPG. Ce phénomène est spécifique de l’inhibition 
voltage dépendante et est appelé phénomène de facilitation puisqu’il permet une réouverture 
du canal facilitée. De telles dépolarisations n’existent pas de manière physiologique. 
Cependant des trains de potentiels d’action peuvent inhiber l’effet des Gβγ sur le canal 
calcique de façon similaire suggérant un rôle de cette désinhibition dans la fonction 
synaptique (Park and Dunlap, 1998; Stephens et al., 1998). 
 
d- Modulation de l’inhibition voltage dépendante 
L’activation de la PKC par des esters de phorbol induit une augmentation des courants 
calciques par phosphorylation du canal au niveau de la jonction I-II de α1, région nécessaire à 
la liaison des sous-unités Gβγ et donc à l’inhibition voltage-dépendante du canal (Swartz, 
1993; Barrett and Rittenhouse, 2000). Plusieurs études ont montré la capacité de la PKC à 
réguler l’inhibition voltage-dépendante (Swartz, 1993; Swartz et al., 1993). Notamment le 
travail de Barret et Rittenhouse (Barrett and Rittenhouse, 2000) dans lequel la mutation du 
canal de type N dans un état constitutivement phosphorylé prévient l’inhibition voltage 
dépendante induite par l’ajout de GTP. De même, le cross-talk entre PKC et Gβγ a été illustré 
par l’utilisation de tandems protéines G - récepteurs (sous-unités Gαο insensible à la PTX 
fusionnées à la partie C-terminale du récepteur α2A-adrénergique) où l’inhibition des courants 
calciques voltage-dépendants par la clonidine est inhibée en présence de la sous-unité Gαqz 
(chimère des sous-unités Gαq et Gαz qui permet à la fois l’activation de la signalisation propre 
à Gαq et le couplage au récepteur via Gαz)  et réversée par un inhibiteur de la PKC (Bertaso et 
al., 2003). 
Les protéines synaptiques (syntaxine, SNAP-25 et synaptotagmine) peuvent aussi réguler 
l’inhibition voltage-dépendante du canal. Par exemple la syntaxine, qui se lie sur la jonction 
II-III de la sous-unité α1 du canal est capable d’induire une inhibition voltage dépendante 
tonique du canal, puisque réversée par une dépolarisation préalable de la membrane, sans 
aucune activation d’un RCPG. Un rôle de protéine chaperonne de Gβγ est proposé, la 
syntaxine se liant à Gβ et permettant de la maintenir à proximité de la sous-unité α1 du canal 
(Jarvis et al., 2000). 
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Enfin il faut noter le rôle indirect des RGS (cf. paragraphe I-C) dans la modulation de 
l’inhibition voltage-dépendante. En effet, en accélérant l’activité GTPasique des sous-unités 
Gα, les RGS diminuent le taux de Gβγ libres et donc capables d’inhiber les canaux calciques. 
Par exemple, la protéine RGS9-2 antagonise la modulation dopaminergique voltage-
dépendante des canaux de type N dans des neurones striataux cholinergiques de rat (Cabrera-
Vera et al., 2004).  
Les RGS peuvent aussi moduler l’inhibition voltage-dépendante de façon indépendante de 
Gα. Par exemple les RGS de la famille R7 / C interagissent directement avec la sous-unité 
Gβ5 (Snow et al., 1999), ce qui pourrait offrir un mécanisme de régulation par séquestration 
des sous-unités Gβ5. 
 
e- Inhibition voltage-dépendante par les opioïdes 
La morphine et le DAMGO, agonistes sélectifs des récepteurs MOP, inhibent les canaux 
calciques de type N présents sur les neurones de ganglions de racine dorsale chez le rat 
(Schroeder et al., 1991; Schroeder and McCleskey, 1993) mais aussi sur des lignées 
neuronales telles que les cellules SH-SY5Y (Toselli et al., 1997). Il en est de même après 
stimulation des récepteurs DOP, KOP et NOP (Connor et al., 1996; Toselli et al., 1997). Ces 
effets sont voltage-dépendants puisqu’ils sont inhibés par une forte dépolarisation préalable et 
impliquent le couplage des récepteurs aux protéines de type Gi/o (Bourinet et al., 1996; 
Tedford and Zamponi, 2006). 
 
B- Ouverture des canaux potassiques de la rectification entrante 
 
Les canaux potassiques de la rectification entrante (GIRK) sont responsables des 
potentiels postsynaptiques inhibiteurs lents, leur ouverture entraînant une hyperpolarisation du 
neurone postsynaptique par sortie de K
+
 du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire. 
Les neurotransmetteurs tels que la dopamine, la sérotonine, les opioïdes et le GABA, activent 
ces canaux en stimulant leurs récepteurs couplés à des protéines G sensibles à la PTX (Gαi/o) 
(Miyake et al., 1989; Yamada et al., 1998). 
Les premières expériences impliquant le rôle des sous-unités Gβγ dans l’ouverture de ces 
canaux ont été réalisées par la technique de Patch-Clamp en configuration « inside-out » qui 
permet d’étudier uniquement la partie membranaire isolée dans la pipette de patch. Dans ces 
conditions, sur cellules atriales d’embryon de poulet, il a été montré que l’application des 
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sous-unités Gβγ au niveau de la membrane isolée était nécessaire et suffisante à l’ouverture 
des canaux potassiques régulés par l’acétylcholine (GIRK1) alors que l’application de sous-
unités Gα n’a aucun effet sur l’activité du canal (Logothetis et al., 1987).  
La surexpression de Gβγ dans des systèmes hétérologues active les GIRK tandis que leur 
séquestration par des « β-scavengers » (domaine de liaison aux sous-unités Gβγ de la protéine 
β-ARK / GRK2) inhibe l’activation des canaux par les neurotransmetteurs (Jing et al., 1999; 
Dascal, 2001). Cet effet est délimité à la membrane n’impliquant donc aucun second messager 
diffusible. Aussi une pré-association des RCPG-protéines G-GIRK au sein d’un même 
compartiment est envisagée (Lober et al., 2006). 
Cette activation s’expliquerait par la liaison  directe du dimère Gβγ au canal.  
Les canaux GIRK sont constitués de 4 sous-unités (GIRK1-4) codées par 4 gènes (Kir 3.1 
à 3.4) et arrangées de façon homotétramérique ou hétérotétramérique ; cette dernière forme 
compose la majorité des canaux GIRK fonctionnels exprimés. Les hétérotétramères GIRK1/2, 
1/3 et 2/3 sont très abondants dans le cerveau tandis que la forme GIRK 1/4 est exprimée au 
niveau du cœur (Yamada et al., 1998). Chaque sous-unité est constituée d’un domaine 
transmembranaire comprenant 2 hélices α M1 et M2, d’une boucle P entrante et d’extrémités 
N et C-terminales cytoplasmiques. L’arrangement des 4 sous-unités créerait le pore, les 
boucles P formant un filtre sélectif au potassium (figure 15a et b) (Doyle et al., 1998).  
Trois sites de liaison (selon les sous-unités) à Gβγ ont été caractérisés au niveau N et C-
terminal des sous-unités par technique de GST pull-down et mutagénèse dirigée (figure 15a) 
(Ivanina et al., 2003). Réciproquement les sous-unités Gβ interagissent au niveau de ces 
domaines au niveau de leurs sites de liaison à la sous-unité Gα, impliquant la nécessité d’une 
activation de la protéine G dans la modulation du canal (Dascal, 2001). 
L’ouverture du canal suite à l’activation d’un RCPG s’expliquerait par le changement de 
conformation des sous-unités GIRK suite à la liaison de Gβγ, plus particulièrement du 
segment M2 et de la partie C-terminale qui régulent la transition entre état ouvert et état fermé 
du canal.  
 
Les canaux GIRK sont ouverts par l’activation des récepteurs opioïdes. Il existe un 
enrichissement des sous-unités GIRK1 et GIRK2 au niveau des neurones de la couche II de la 
corne dorsale de la moelle épinière, neurones vers lesquels projettent les fibres nociceptives 
Aδ et C et où de nombreux récepteurs opioïdes sont exprimés (Pan et al., 2008). De plus, des 
souris Knock-out pour ces sous-unités présentent une réponse analgésique diminuée après 
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Figure 15 : a et b, Structure d’un canal potassique de type GIRK. a, structure des sous-unités du canal, 
les régions épaissies en partie N- et C-terminale des hélices M1 et M2 correspondent aux sites de 
liaison des sous-unités Gβγ. b, Canal GIRK vu du niveau extracellulaire montrant les 4 sous-unités du 
canal entourant le pore P. D’après (Dascal, 2001).  
c et d, Induction de courants sortants potassiques de type GIRK par l’activation des récepteurs MOP 
des neurones de corne dorsale de moelle épinière de rat. c, Enregistrement électrophysiologique d’un 
courant potassique sortant induit  par 3 µM DAMGO, agoniste des récepteurs MOP et sa réversion  
par 10 µM Naloxone, antagoniste de récepteurs opioïdes. d , Relation concentration dépendante entre 
l’activation des récepteurs MOP et l’induction du courant. D’après (Marker et al., 2006). 
injection intrathécale de morphine suggérant le rôle des canaux GIRK dans l’analgésie 
opioïde (Marker et al., 2004). Sur le plan cellulaire, il a été démontré que les opioïdes tels que 
le DAMGO activent les canaux GIRK dans les neurones de la corne dorsale de la moelle 
épinière chez le rat (figure 15c et d, (Marker et al., 2006)), dans le locus coerruleus de rat 
(North et al., 1987) mais aussi sur systèmes hétérologues (Lober et al., 2006). 
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IV- LE NEUROPEPTIDE FF, NEUROMODULATEUR DU SYSTEME OPIOÏDE  
 
A- Le neuropeptide FF et les peptides apparentés 
 
1- Mise en évidence du Neuropeptide FF 
Le FMRFa (Phe-Met-Arg-Phe-NH2) est un peptide cardioexcitateur retrouvé chez le 
mollusque qui présente des activités inhibitrices de l’analgésie opioïde quand il est injecté au 
niveau du système nerveux chez le rat par voie intrathécale (i.t.) ou intracérébroventriculaire 
(i.c.v) (Price and Greenberg, 1977; Tang et al., 1984). Au contraire, l’administration 
d’anticorps dirigés contre le FMRFa induit une analgésie et retarde le développement de la 
tolérance aux effets analgésiques des opioïdes, suggérant l’existence de peptides endogènes 
de même nature chez le rat capable de moduler le système opioïde endogène (Tang et al., 
1984). 
 Sur la base de ces résultats, en utilisant des anticorps dirigés contre le FMRFa, Yang et 
ses collaborateurs ont isolé en 1985 deux peptides apparentés à partir d’extraits de cerveau de 
bœuf (medulla oblongata et diencéphale) (Yang et al., 1985) : le neuropeptide FF ou NPFF 
(FLFQPQRFa) et le neuropeptide AF ou NPAF (AGEGLSSPFWSLAAPQRFa). Ces 
peptides, injectés i.c.v chez le rat sont hyperalgiques dans le test du tail flick. Le NPFF 
réverse l’analgésie opioïde chez le rat, comme cela avait été observé pour le FMRFa (Yang et 
al., 1985). Un octapeptide représentant la partie C-terminale du NPAF bovin, le Neuropeptide 
SF ou NPSF (SLAAPQRFa) a été identifié dans le cerveau et la moelle épinière de rat (Table 
IV) (Yang and Martin, 1995).  
Une immunoréactivité de type NPFF a été par la suite retrouvée dans le cerveau de 
différents mammifères (rat, souris, cobaye, homme) (Roumy and Zajac, 1998) suggérant une 
famille de peptides de type NPFF exprimés dans le cerveau de mammifère. 
 
Ces peptides ainsi que le FMRFa ont tous une signature RFamide (Arg-Phe-NH2) au 
niveau de leur partie C-terminale et sont par conséquent regroupés dans la famille des 
peptides de type RFamide ou RFRP (RFamide Related Peptides) (Zajac and Mollereau, 
2006). 
 
2- Clonage des précurseurs 
Le gène codant pour le précurseur du NPFF a été cloné par deux groupes distincts chez 
l’homme (Perry et al., 1997), le rat, la souris et le boeuf (figure 16) (Vilim et al., 1999). Chez 
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ces espèces, le gène est composé de 3 exons et 2 introns. La séquence du gène est conservée 
parmi ces espèces puisqu’on observe 40 % d’identité entre elles pouvant atteindre 88 % entre 
le rat et la souris (Vilim et al., 1999).  
Le gène code pour un précurseur préprotéique de 113 à 115 acides aminés, le précurseur 
proNPFFA, qui renferme les séquences des 3 peptides précédemment décrits : NPFF, NPAF et 
NPSF possédant en partie C-terminale la séquence consensus (Gly-Arg / Lys) nécessaire au 
clivage et à l’amidation des peptides (Vilim et al., 1999). Cependant selon le site de clivage 
N-terminal des peptides (acide aminé arginine), il semblerait que chez les rongeurs ce ne soit 
pas le NPSF qui soit libéré (Yang and Martin, 1995) mais une forme plus longue de 3 acides 
aminés, EFW-NPSF et QFW-NPSF respectivement chez le rat et chez la souris (Vilim et al., 
1999). Sur coupes de moelle épinière de rat, le EFW-NPSF présente une meilleure affinité 
que le NPSF pour les sites de liaison de type NPFF (Roumy et al., 2000). De plus, le EFW-
NPSF réduit l’inhibition des canaux calciues de type N induite par la nociceptine (agoniste 
des récepteurs NOP) sur neurones dissociés du dorsal raphé de rat, bien que sur ce test le 
NPSF n’ait aucun effet (Roumy et al., 2000). Il est donc envisageable que le NPSF isolé chez 
le rat soit en fait un métabolite de dégradation du  EFW-NPSF.  
De même, ce n’est pas le NPFF mais un peptide de 11 acides aminés qui semble être 
généré chez les 4 espèces précédemment citées comme par exemple le NPA-NPFF chez le rat 
et le SQA-NPFF chez la souris (figure 16, (Vilim et al., 1999)). Le NPA-NPFF et le SQA-
NPFF ont d’ailleurs été isolés dans la moelle épinière de rat et de souris respectivement ainsi 
que dans des lignées neuronales comme les cellules humaines SH-SY5Y (SQA-NPFF et 
NPFF, Table IV) (Bonnard et al., 2001; Bonnard et al., 2003).  
 
 
Homme  MDSRQAAALLVLLLLIDG-GCAEGPGGQQE-DQLSAEEDSEPLPPQDA------QTSGSL 
Bœuf MDARQAAALLLVLLLVTDWSHAEGPGGRDGGDQIFMEEDSGAHPAQDA------QTPRSL 
Souris MDSK-WAALLLLLLLLLNWGHTEEAGSWGE-DQVFAGEDKGPHPPQYAHIPDRIQTPGSL 
Rat MDSK-WAAVLLLLLLLRNWGHAEEAGSWGE-DQVFAEEDKGPHPSQYAHTPDRIQTPGSL 
 
 
Homme  LHYLLQAMERPGRSQAFLFQPQRFGRNTQGSWRNEWLSPRAGEGLNSQFWSLAAPQRFGKK 
Bœuf LRSLLQAMQRPGRSPAFLFQPQRFGRNTRGSWSNKRLSPRAGEGLSSPFWSLAAPQRFGKK 
Souris FRVLLQAMDTPRRSPAFLFQPQRFGRSAWGSWSKEQLNPQARQ-----FWSLAAPQRFGKK 
Rat MRVLLQAMERPRRNPAFLFQPQRFGRNAWGPWSKEQLSPQARE-----FWSLAAPQRFGKK 
 
 
 
NPFF 
NPSF 
NPAF 
Figure 16 : Séquences du précurseur ProNPFFA et des peptides prédits chez l’homme, le bœuf, la souris et 
le rat. Les acides aminés en bleu sont communs aux quatre espèces. Les peptides prédits par les sites de 
maturation (en italique) sont représentés en gras. Pour chaque peptide, une glycine est présente en position 
C-terminale  permettant l’amidation du peptide. D’après (Vilim et al., 1999) 
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Par la suite, un deuxième gène codant pour une protéine pouvant libérer des peptides se 
terminant par la séquence PQRFa représentative des peptides de la famille des peptides de 
type NPFF a été cloné chez l’homme, le bœuf, le rat et la souris (figure 17, (Hinuma et al., 
2000)). La préprotéine, nommée précurseur proNPFFB, comporte 188 à 203 acides aminés 
selon l’espèce et, une fois maturée, génèrerait 3 peptides chez l’homme et le bœuf (RFRP-1 à 
3) et 2 chez le rongeur (RFRP-1 et RFRP-3). Le peptide RFRP-1 (35 acides aminés) est 
retrouvé dans des extraits d’hypothalamus de bœuf (Fukusumi et al., 2001). Le RFRP-2 n’a 
pas encore été isolé. Le RFRP-3 (28 acides aminés), peptide prédit chez l’Homme et le bœuf 
de séquence VPNLPQRFa (NPVF) n’est retrouvé que sous une forme plus longue chez le 
bœuf (Yoshida et al., 2003). Un peptide apparenté de 18 acides aminés est retrouvé dans 
l’hypothalamus de rat (Table IV, (Ukena et al., 2002)). 
 
 
Homme MEIISSKLFILLTLATSSLLTSNIFCADELVMSNLHSKENYDKYSEPRGYP--KGERSLN 
Bœuf MEIISLKRFILLMLATSSLLTSNIFCTDESRMPNLYSKKNYDKYSEPRGDLGWEKERSLT 
Souris  MEIISLKRFILLTVATSSFLTSNTFCTDEFMMPHFHSKEGDGKYSQLRGIPKGEKERSVS 
Rat MEIISSKRFILLTLATSSFLTSNTLCSDELMMPHFHSKEGYGKYYQLRGIPKGVKERSVT 
 
 
Homme FEELKDWGPKNVIKMSTPAVNKMPHSFANLPLRFGRNVQEERSAGATANLPLRSGRNMEV 
Bœuf FEEVKDWAPK--IKMNKPVVNKMPPSAANLPLRFGRNMEEERSTRAMAHLPLRLGKNRED 
Souris  FQELKDWGAKNVIKMSPAPANKVPHSAANLPLRFGRTIDEKRSPAARV--------NMEA 
Rat ----KD------IKMSPAPANKVPHSAANLPLRFGRNIEDRRSPRARA--------NMEA 
 
 
Homme SLVRRVPNLPQRFGRTTTAKSVCRMLSDLCQGSMHSPCANDLFYSMTCQHQEIQNPDQKQ 
Bœuf SLSRWVPNLPQRFGRTTTAKSITKTLSNLLQQSMHSPSTNGLLYSMACQPQEIQNPGQKN 
Souris  GTRSHFPSLPQRFGRTTAR--SPKTPADLPQKPLHSLGSSELLYVMICQHQEIQSPGGKR 
Rat GTMSHFPSLPQRFGRTTARR-ITKTLAGLPQKSLHSLASSELLYAMTRQHQEIQSPGQEQ 
 
 
Homme SRRLLFKKIDDAELKQEK 
Bœuf LRRRGFQKIDDAELKQEK 
Souris  TRRGAFVETDDAERKPEK 
Rat PRKRVFTETDDAERKQEKIGNLQPVLQGAMKL 
 
 
 
 
RFRP-1 RFRP-2 
RFRP-3 
NPVF 
Figure 17: Séquences du précurseur ProNPFFB et des peptides prédits chez l’homme, le bœuf, la souris et le rat. 
Les acides aminés en bleu sont communs à au moins deux espèces. Les peptides prédits par les sites de 
maturation (en italique) sont représentés en gras. Pour chaque peptide, une glycine est présente en position C-
terminale  permettant l’amidation du peptide. D’après (Hinuma et al., 2000). 
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Peptide Tissu 
Précurseur ProNPFFA  
NPFF : FLFQPQRFa Moelle épinière de rat ((Kivipelto et al., 1989; Allard et al., 
1991; Bonnard et al., 2001)), bœuf ((Yang et al., 1985; 
Majane and Yang, 1987)) et souris (Bonnard et al., 2001) 
Liquide céphalorachidien humain (Sundblom et al., 1997). 
NPA-NPFF : NPAFLFQPQRFa Moelle épinière de rat (Bonnard et al., 2001) 
SPA-NPFF : SPAFLFQPQRFa Moelle épinière de souris (Bonnard et al., 2003) 
NPAF : AGEGLSSPFWSLAAPQRFa Moelle épinière de bœuf (Yang et al., 1985) 
NPAF : AGEGLNSPFWSLAAPQRFa Liquide céphalorachidien humain (Burlet-Schiltz et al., 2002) 
NPSF : SLAAPQRFa 
Moelle épinière de rat (Bonnard et al., 2001), souris (Bonnard 
et al., 2001) 
Liquide céphalorachidien humain (Burlet-Schiltz et al., 2002) 
Précurseur ProNPFFB  
RFRP-1 : 
SLTFEEVKDWAPKIKMNKPVVNK 
MPPSAANLPLRFa 
Hypothalamus de bœuf (Fukusumi et al., 2001) 
hRFRP-3 : 
AMAHLPLRLGKNREDSLSRWVPNL 
PQRFa 
Hypothalamus de bœuf (Yoshida et al., 2003) 
rRFRP-3 : 
ANMEAGTMSHFPSLPQRFa 
Hypothalamus de rat (Ukena et al., 2002) 
 
 
 
3- Distribution du NPFF et des peptides apparentés 
a- Peptides dérivés du précurseur ProNPFFA 
La distribution du NPFF a été principalement étudiée dans le SNC chez le rat en utilisant 
des anticorps dirigés contre le peptide. L’immunoréactivité de type NPFF est présente en forte 
densité au niveau de la moelle épinière, de l’hypothalamus, de l’hypophyse et du 
pont/medulla, les plus faibles densités étant retrouvées dans le cortex et l’hippocampe 
(Majane et al., 1989; Panula et al., 1996).  
Le marquage immunoréactif le plus important est retrouvé au niveau de l’hypophyse 
postérieure. Dans cette région, le NPFF provient de fibres hypothalamiques projetant vers la 
neurohypophyse. De nombreux corps cellulaires contenant du NPFF sont d’ailleurs retrouvés 
au niveau de l’hypothalamus, plus particulièrement au niveau du noyau intermédiomédian. 
Cette présence suggère un rôle du NPFF dans la prise alimentaire et les régulations 
neuroendocrines. 
Table IV : Peptides dérivés des précurseurs ProNPFFA et proNPFFB identifiés et isolés chez différentes espèces 
de mammifère.  
 48 
Le noyau du tractus solitaire présente aussi de nombreux corps cellulaires contenant du 
neuropeptide FF, mettant en évidence un rôle du NPFF dans la régulation cardiovasculaire. 
L’utilisation combinée d’un traceur antérograde ou rétrograde et de l’immunohistochimie 
a permis de déterminer les voies neuronales contenant du NPFF. Les neurones de 
l’hypothalamus médian projettent bilatéralement vers le noyau du tractus solitaire, le noyau 
du septum latéral, la substance grise périaqueducale et des noyaux hypothalamiques 
(Aarnisalo and Panula, 1995). Les corps cellulaires du noyau du tractus solitaire projettent 
quant à eux dans le noyau controlatéral, le noyau parabrachial latéral et le noyau ambiguus 
ipsilatéral (Kivipelto and Panula, 1991). 
Au niveau de la moelle épinière, l’immunoréactivité de type NPFF est très concentrée au 
niveau des cornes dorsales selon un léger gradient rostro-caudal, plus particulièrement au 
niveau des couches superficielles I et II où une immunoréactivité pour les peptides dérivés de 
la proenképhaline-A est retrouvée (Panula et al., 1987; Majane et al., 1989).  La présence du 
NPFF dans cette région, ainsi que dans la substance grise périaqueducale et le noyau 
parabrachial suggèrent un rôle du NPFF dans les mécanismes de nociception. 
Des études d’hybridation in situ chez le rat ont mis en évidence une forte expression 
d’ARNm du précurseur ProNPFFA au niveau du noyau du tractus solitaire et des couches 
superficielles des cornes dorsales de la moelle épinière. Un marquage plus modéré est observé 
dans les noyaux hypothalamiques paraventriculaire et supraoptique (Vilim et al., 1999). La 
présence des ARNm est donc corrélée à l’immunoréactivité de type NPFF cisualisée dans ces 
régions.  
 
b- Peptides dérivés du précurseur ProNPFFB 
La distribution des ARNm du précurseur ProNPFFB, étudiée par RT-PCR quantitative 
chez le rat, montre une expression importante au niveau de l’hypothalamus et de l’œil avec 
une faible expression au niveau des testicules (Hinuma et al., 2000).  Des techniques 
d’hybridation in situ ont permis d’affiner ce résultat et révèlent que les ARNm des peptides de 
type RFRP sont distribués principalement dans le noyau périventriculaire de l’hypothalamus 
ainsi qu’au niveau des neurones situés entre le noyau ventromédian et le noyau dorsomédian 
de l’hypothalamus (Hinuma et al., 2000).  
La distribution des peptides de type RFRP-1 et RFRP-3 a été étudiée par radio-immuno-
essai dans les tissus de rat (Fukusumi et al., 2001; Yoshida et al., 2003). La distribution des 
peptides est relativement restreinte au système nerveux central, plus particulièrement dans 
l’hypothalamus, le thalamus, le mésencéphale, le nerf optique (uniquement pour le RFRP-1), 
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la medulla oblongata, le striatum, l’hypophyse (RFRP-3), le cortex cérébral, le cervelet et 
l’hippocampe (RFRP-1).  
La distribution des différents peptides provenant du précurseur proNPFFB est 
pratiquement équivalente à celle des ARNm du précurseur, par contre la localisation des 
neurones immunoréactifs au NPFF et au RFRP-1 suggère une distribution différente des 
peptides selon leur précurseur (Yano et al., 2003). 
 
4- Libération neuronale du NPFF 
Des études de microscopie électronique ont mis en évidence une immunoréactivité de type 
NPFF dans les couches superficielles des cornes dorsales de la moelle épinière et concentrée 
au niveau des terminaisons axonales, dans des vésicules à cœur dense, caractéristiques des 
vésicules de sécrétion (Allard et al., 1991).  
De plus, des expériences de perfusion in vitro de moelle épinière de rat démontrent qu’une 
dépolarisation membranaire induite par de fortes concentrations en potassium (56 mM) 
augmente la libération de l’immunoréactivité de type NPFF, cette libération dépend de 
l’intensité de la dépolarisation et ferait intervenir des canaux calciques voltage-dépendants de 
type P (Devillers et al., 1994a). La libération de NPFF est aussi observée en présence de 
glutamate dans des conditions faible dépolarisation (10 mM KCl) mais uniquement dans un 
milieu sans Magnésium et enrichi en glycine suggérant l’implication des récepteurs 
glutamatergiques de type NMDA. Cet effet n’étant pas aboli par la tétrodotoxine (bloqueur 
des canaux sodiques voltage dépendants), il est donc directement médié par les récepteurs 
NMDA (Devillers and Simonnet, 1994). La nécessité d’une faible dépolarisation pour 
observer une libération de NPFF par les récepteurs NMDA suggère cependant l’implication 
d’un neurotransmetteur dans cet effet. 
De manière intéressante la morphine est aussi capable de stimuler la libération de NPFF 
sur coupes de moelle épinière de rat en présence d’une faible dépolarisation membranaire (15 
mM KCl) (Devillers et al., 1995b). Cet effet est inhibé par la naloxone, antagoniste des 
récepteurs opioïdes, par des bloqueurs des canaux calciues voltage-dépendants de type P mais 
pas par la tétrodotoxine. Cela suggère que la libération du NPFF induite par la morphine n’est 
pas la conséquence d’un potentiel d’action mais serait un phénomène localisé au niveau des 
terminaisons nerveuses dans la moelle épinière (Devillers et al., 1995a). 
Enfin, in vivo, l’administration sous-cutanée d’héroïne diminue l’immunoréactivité de 
type NPFF au niveau de la moelle épinière suggérant une libération du peptide induite par 
l’héroïne (Devillers et al., 1995b). A l’inverse, chez le rat, l’infusion de morphine dans 
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l’espace sous-arachnoïdien induit une augmentation de l’immunoréactivité de type FMRFa 
qui est bloquée par la naloxone (Tang et al., 1984). 
 
B- Les récepteurs du Neuropeptide FF 
 
1- Mise en évidence des sites de liaison 
Des sites de liaison de haute affinité pour le NPFF ont été mis en évidence sur des 
membranes de moelle épinière de rat par utilisation du ligand radioactif [
125
I]-Y8Fa (
125
I-Tyr-
Leu-Phe-Gln-Pro-Gln-Arg-Phe-amide) analogue du NPFF (Allard et al., 1989). La liaison du 
[
125
I]-Y8Fa est dose-dépendante, saturable et réversible. De plus les agonistes et antagonistes 
de récepteurs opioïdes MOP, DOP et KOP n’affectent pas la liaison du [
125
I]-Y8Fa. Le NPFF 
n’est donc pas un ligand des récepteurs opioïdes endogènes et agit par des récepteurs qui lui 
sont spécifiques.  
Les ligands opioïdes ont tous une très faible affinité pour ces sites (Gouardères et al., 
1998; Roumy and Zajac, 1998). Inversement, les agonistes de type NPFF ont une très faible 
affinité pour les récepteurs opioïdes (Gouardères et al., 1998). 
Les peptides de type NPFF présentent tous une fonction amide (-NH2) en partie C-
terminale. Cette fonction paraît indispensable puisque sa substitution par une fonction –OH 
réduit dramatiquement l’affinité du NPFF pour ces sites de liaison (KiNPFF-NH2 = 0,26 nM 
contre KiNPFF-OH = 903 nM, (Payza et al., 1993)). La séquence PQRFa semble quant à elle la 
séquence minimale de liaison de haute affinité aux récepteurs (Gicquel et al., 1994).  
Consécutivement à ces études et dans un souci d’approche in vivo des effets du NPFF, un 
analogue du NPFF moins facilement dégradable par les aminopeptidases a été synthétisé 
(Gicquel et al., 1992). Le 1DMe (D.Tyr
1
, (NMe)Phe
3
 (NPFF)) présente une très bonne affinité 
pour les récepteurs au NPFF et est très utilisé encore aujourd’hui dans les études in vivo et in 
vitro.  
 
2- Clonage des récepteurs NPFF1 et NPFF2 
En 2000, deux récepteurs couplés aux protéines G et spécifiques des peptides de type 
NPFF ont été clonés chez le rat et l’homme à partir de banques de données de RCPG 
orphelins (Bonini et al., 2000; Elshourbagy et al., 2000; Hinuma et al., 2000; Kotani et al., 
2001). 
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  Les récepteurs humains, hNPFF1 et hNPFF2, présentent 59 % d’identité de séquence 
(figure 18). Ils présentent, de plus, environ 40 % d’homologie de séquence avec les récepteurs 
au Neuropeptide Y et à l’Orexine A et B (Bonini et al., 2000).  
Les récepteurs présentent des caractéristiques propres aux RCPG puisque leur séquence 
prédit la présence de sept domaines transmembranaires ainsi que deux résidus cystéine 
positionnés sur les boucles extracellulaires I et II formant une contrainte au sein des 
récepteurs. De plus l’existence d’une séquence D/ERF en fin de domaine transmembranaire 
III et d’une cystéine au niveau C-terminal (site putatif de palmitoylation) laisse à penser que 
les récepteurs NPFF sont de la famille de la rhodopsine (figures 18 et19). 
 
 
hNPFF1 MEGEPSQPPNSSWP--LSQNGTNTEATPATNLTFSSYYQHTSPVAAMFIVAYALIFLLCM 
hNPFF2 MNEKWDTNSSENWHPIWNVNDTKHHLYSDINITYVNYYLHQPQVAAIFIISYFLIFFLCM 
 
hNPFF1 VGNTLVCFIVLKNRHMHTVTNMFILNLAVSDLLVGIFCMPTTLVDNLITGWPFDNATCKM 
hNPFF2 MGNTVVCFIVMRNKHMHTVTNLFILNLAISDLLVGIFCMPITLLDNIIAGWPFGNTMCKI 
 
hNPFF1 SGLVQGMSVSASVFTLVAIAVERFRCIVHPFREKLTLRKALVTIAVIWALALLIMCPSAV 
hNPFF2 SGLVQGISVAASVFTLVAIAVDRFQCVVYPFKPKLTIKTAFVIIMIIWVLAITIMSPSAV 
 
hNPFF1 TLTVTREEHH-FMVDARNRSYPLYSCWEAWPEKGMRRVYTTVLFSHIYLAPLALIVVMYA 
hNPFF2 MLHVQEEKYYRVRLNSQNKTSPVYWCREDWPNQEMRKIYTTVLFANIYLAPLSLIVIMYG 
 
hNPFF1 RIARKLCQAPGPAPGGE-EAADPRASRRRARVVHMLVMVALFFTLSWLPLWALLLLIDYG 
hNPFF2 RIGISLFRAAVPHTGRKNQEQWHVVSRKKQKIIKMLLIVALLFILSWLPLWTLMMLSDYA 
 
hNPFF1 QLSAPQLHLVTVYAFPFAHWLAFFNSSANPIIYGYFNENFRRGFQAAFRARLCPRPSGSH 
hNPFF2 DLSPNELQIINIYIYPFAHWLAFGNSSVNPIIYGFFNENFRRGFQEAFQLQLCQKR-AKP 
 
hNPFF1 KEAYSERPGGLLHRRVFVVVRPSDSGLPSESGPSSGAPRPGRLPLRNGRVAHHGLPREGP 
hNPFF2 MEAYA------LKAKSHVLINTSN-QLVQES--TFQNPHGETLLYR--KSAEK--PQQEL 
 
hNPFF1 GCSHLPLTIPAWDI 
hNPFF2 VMEELKETTNSSEI 
 
 
TM V 
TM IV TM III 
TM II 
TM I 
TM VI 
TM VII 
Figure 18 : Comparaison des séquences peptidiques des récepteurs NPFF1 et NPFF2 humains. Les acides 
aminés en bleu représentent des identités de séquence entre les deux récepteurs. Les barres indiquent les sept 
domaines transmembranaires prédits (TM I à TM VII). En rouge sont représentés les acides aminés 
caractéristiques de la famille 1 (rhodopsine) des RCPG. D’après (Bonini et al., 2000). 
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3- Les récepteurs au NPFF sont couplés aux protéines G 
Préalablement au clonage des récepteurs, le couplage des récepteurs NPFF aux protéines 
G avait été suggéré puisque des analogues non hydrolysables du GTP inhibaient de façon 
dose-dépendante la liaison spécifique du [
125
I]-Y8Fa (Payza and Yang, 1993; Devillers et al., 
1994b). 
L’expression des récepteurs NPFF1 et NPFF2 dans différents systèmes hétérologues 
comme les cellules CHO, HEK 293 ou SH-SY5Y a mis en évidence un couplage des 
récepteurs aux protéines de type Gi/o puisqu’ils inhibent de façon dose-dépendante 
l’accumulation d’AMPc induite par la forskoline (Elshourbagy et al., 2000; Hinuma et al., 
2000; Kotani et al., 2001; Mollereau et al., 2002; Mollereau et al., 2005b). 
L’utilisation de peptides compétiteurs des différentes sous-unités Gα a permis d’affiner 
les connaissances sur le couplage des récepteurs NPFF1 et NPFF2. Ces peptides correspondent 
à la partie C-terminale des sous-unités Gα qui représente un grand site d’interaction avec les 
récepteurs. De ce fait, ils rentrent en compétition avec les protéines G natives pour la liaison 
au récepteur. Des études de liaison du [
35
S]GTPγS sur cellules CHO transfectées avec les 
récepteurs NPFF1 ou NPFF2 suggèrent un couplage préférentiel des récepteurs NPFF1 aux 
protéines de type Gi3 et Gs tandis que les récepteurs NPFF2 sont couplés aux protéines Go, Gi2, 
Gi3 et Gs puisque les peptides bloqueurs correspondant à ces sous-unités diminuent la liaison 
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Figure 19 : Structure bidimensionnelle du récepteur NPFF2 humain. Les acides-aminés 
sur fond gris représentent les acides aminés communs avec le récepteur hNPFF1. Les 
acides aminés en rouge réprésentent la séquence « DRY ». EL : boucle extracellulaire, 
IL : boucle intracellulaire. 
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du [
35
S]GTPγS induite par le 1DMe (analogue non dégradable du NPFF)(Gouarderes et al., 
2007b). Dans les cellules SH-SY5Y transfectées avec le récepteur hNPFF2, les peptides 
bloqueurs correspondants à Gαi1/2, Gαo et Gαs diminuent de façon dose-dépendante l’affinité 
du [
125
I]EYF (agoniste des récepteurs NPFF2 radio-marqué à l’iode 125) pour le récepteur 
hNPFF2 ainsi que la capacité du 1DMe à réactiver la voie de la PLCβ (Mollereau et al., 
2005b). 
 Des études sur membranes de bulbe olfactif de souris suggèrent un couplage du récepteur 
NPFF2 aux protéines de type Gs, l’activation du récepteur augmentant de façon dose-
dépendante la concentration d’AMPc (Gherardi and Zajac, 1997). Enfin il a été montré in vivo 
que l’effet hypothermisant du NPFF est inhibé par la toxine cholérique bien que l’effet anti-
opioïde dans le test du tail-flick ne soit pas modifié par cette toxine (Francés et al., 2001).  
 
4- Profil pharmacologique des récepteurs NPFF1 et NPFF2 
Des études de structure-activité réalisées dans le but de caractériser des agonistes et 
antagonistes sélectifs des différents récepteurs ont mis en évidence une sélectivité récepteur / 
précurseur (Liu et al., 2001; Mollereau et al., 2002). En effet, il apparaît que les dérivés du 
précurseur ProNPFFA présentent une sélectivité envers le récepteur NPFF2 tandis que ceux du 
précurseur ProNPFFB sont plus affins pour le récepteur NPFF1 (table V) (Mollereau et al., 
2002). Le 1DMe quant à lui présente une faible sélectivité envers les récepteurs NPFF2 ; de 
même que le NPFF.  
Les « chefs de file » en termes d’affinité et de sélectivité envers les récepteurs NPFF1 et 
NPFF2 (le NPVF et le EFW-NPSF respectivement) ont été modifiés et marqués à l’iode 125 
(
125
I) afin de réaliser une cartographie précise des récepteurs au niveau du système nerveux de 
mammifère (Gouardères et al., 2001; Gouardères et al., 2002).  
 
Ce n’est que récemment que des antagonistes sélectifs des récepteurs NPFF ont été mis au 
point.  
Le clonage des récepteurs NPFF1 et NPFF2 révèle 40 % d’identité de séquence avec les 
récepteurs au NPY. Aussi bien que les peptides de type NPY n’aient aucune affinité pour les 
récepteurs NPFF (Mollereau et al., 2001), le BIBP3226, antagoniste synthétique des 
récepteurs NPY Y1 (Rudolf et al., 1994), déplace la liaison du [
125
I]1DMe dans les cellules 
HEK 293 transfectées avec les récepteurs NPFF1 ou NPFF2 (rat ou humain) (Bonini et al., 
2000).  Des résultats similaires sont obtenus dans les cellules CHO exprimant l’un ou l’autre 
des récepteurs (Mollereau et al., 2001; Mollereau et al., 2002). Le BIBP 3226 présente une 
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certaine sélectivité envers les récepteurs NPFF1 (Ki = 12 ± 1 nM et 84 ± 12 nM pour les 
récepteurs NPFF1 et NPFF2 respectivement, table V)(Mollereau et al., 2002) et, bien qu’il 
n’ait aucun effet par lui-même sur l’inhibition de l’activité de l’adénylyl cyclase, il antagonise 
de manière dose-dépendante  l’inhibition de l’activité de l’adénylyl cyclase induite par le 
NPVF et le NPFF, agonistes des récepteurs NPFF1 et NPFF2 respectivement (IC50 = 332 ± 
134 nM et 6600 ± 900 nM pour les récepteurs NPFF1 et NPFF2 respectivement, table V) 
(Mollereau et al., 2002). Le BIBP3226 est donc un antagoniste des récepteurs NPFF1 et 
NPFF2, plus particulièrement des récepteurs NPFF1. Cette activité d’antagoniste est retrouvée 
in vivo puisque l’injection de BIBP3226 (5 nmoles, i.c.v) bloque les effets hypothermisants et 
l’inhibition de l’analgésie morphinique induits par le NPFF et le NPVF (10-30 nmoles, i.c.v) 
(Fang et al., 2006).  
 
Le RF9 est un dipeptide RFamide présentant un groupement adamantane en partie N-
terminale. Ce peptide lie les récepteurs NPFF1 et NPFF2 avec une relative bonne affinité (Ki = 
58 nM et Ki = 75 nM respectivement) tout en ayant une très faible affinité pour les récepteurs 
proches tels que les récepteurs au NPY et récepteurs à d’autres peptides de type RFamide 
(récepteurs GPR10, GPR54 et GPR103) contrairement au BIBP3226 (Simonin et al., 2006). 
Le RF9 est un antagoniste des récepteurs NPFF1 et NPFF2 in vitro puisque qu’il empêche 
l’inhibition de l’adénylyl cyclase induite par le NPVF ou l’activation des protéines G par le 
NPFF sur cellules exprimant les récepteurs NPFF1 ou NPFF2 respectivement (Table V). In 
vivo, il inhibe l’effet hypothermisant du NPFF chez la souris bien qu’il n’ait aucune activité 
par lui-même (Fang et al., 2008).  
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 CHO-hNPFF1 CHO-hNPFF2  
 KI, nM EC50, nM R KI, nM EC50, nM R S1/2 
Peptides dérivés du 
proNPFFA        
NPFF (FLFQPQRFa) 2.82 ± 0.06 236 ± 43 84 0.21 ± 0.03 2.3 ± 0.5 15 13 
1DMe (dYL(NMe)FQPQRFa 1.09 ± 0.03 71 ± 14 65 0.18 ± 0.04 2.7 ± 0.5 15 6 
3D (dYdL(NMe)FQPQRFa) 4.2 ± 0.7 231 ± 58 55 1.02 ± 0.12 10 ± 2 10 4 
SQA-NPFF (h) 4.16 ± 0.31 153 ± 27 37 0.16 ± 0.02 0.56 ± 0.05 3.5 26 
NPA-NPFF (b, s) nd nd  0.047 ± 0.003 0.84 ± 0.25 18  
dNPA-NPFF 2.9 ± 0.5 nd  0.027 ± 0.001 nd  107 
NPAF (h) 13 ± 2 324 ± 30 25 0.14 ± 0.01 0.53 ± 0.03 3.8 93 
NPSF 32 ± 6 876 ± 10 27 20 ± 2 222 ± 26 11 1.6 
EFW-NPSF (r) 20.8 ± 0.8 nd  0.21 ± 0.01 2.2 ± 0.3 10.5 94 
EYW-NPSF 18 ± 3 nd  0.24 ± 0.03 nd  75 
 
       
Peptides dérivés du 
proNPFFB        
hRFRP1 1.27 ± 0.08 9.6 ± 0.7 7.5 3.9 ± 0.6 21 ± 4 5.4 0.3 
NPVF 0.6 ± 0.1 12 ± 2 20 17.4 ± 1.7 133 ± 11 7.6  0.03 
YVPNLPQRFa 0.69 ± 0.09 8.2 ± 1.1 12 8.9 ± 1.5 nd  0.08 
 
       
FMRFa 1.8 ± 0.2 391 ± 113 217 6.6 ± 1.1 517 ± 91 78 0.3 
PQRFa 8.7 ± 0.2 2372 ± 100 272 6.8 ± 1.2 309 ± 27 45 1.3 
 
       
RF9 58 ± 5 > 10000 antag 75 ± 9 nd antag 1.3 
 
       
Peptides dérivés du NPY        
NPY (p) > 1000 nd  > 1000 nd   
fPP > 1000 nd  7 ± 2 115 ± 5 16 >150 
BIBP3226 12 ± 1 > 10000 antag 84 ± 12 > 10000 antag 0.14 
 
 
 
 
 
 
 
 
5- Distribution des récepteurs du NPFF 
Une première cartographie des sites de liaison du NPFF avait été réalisée avant le clonage 
des récepteurs NPFF1 et NPFF2. Ces études révélaient la présence de sites au niveau des 
couches superficielles des cormes dorsales de la moelle épinière, des noyaux réticulaire, 
dorsal tegmental et trigéminal, le noyau du tractus solitaire, la substance grise 
périacqueducale, les noyaux du raphé, des noyaux thalamiques, hypothalamiques, l’aire 
préoptique médiane, l’aire tegmentale ventrale, le cortex cingulaire, le septum latéral ainsi que 
la tête du caudé-putamen (Roumy and Zajac, 1998).  
Table V : Affinités apparentes (KI) et activité (EC50) de différents peptides de la famille du NPFF et du NPY pour les 
récepteurs NPFF1 et NPFF2 humains exprimés dans les cellules CHO. 
Les expériences d’inhibition compétitive sont réalisées en présence de 0.05 nM de [125I]-YVP pour les récepteurs 
NPFF1 et [125I]-EYF pour les récepteurs NPFF2. L’EC50 représente la concentration d’agoniste qui inhibe 50 % de la 
production d’AMPc intracellulaire stimulée par la forskoline. 
En bleu sont représentés les peptides utilisés dans notre étude. 
R = EC50 / KI représente l’index d’activité du ligand. 
S1/2 = KI NPFF1 / KI NPFF2 représente l’index de sélectivité du ligand. 
nd : non déterminé, (b) : bœuf, (h) : homme, (s) : souris, (r) : rat, (p) : porc 
D’après (Mollereau et al., 2002) 
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Suite à la découverte des récepteurs et des précurseurs et à l’établissement de leurs profils 
pharmacologiques, une cartographie plus précise des récepteurs a été réalisée par 
autoradiographie grâce à l’utilisation d’agonistes spécifiques de chaque type de récepteurs 
marqués, le [
125
I]-YVP (NPVF modifié, agoniste sélectif du récepteur NPFF1) et le [
125
I]-EYF 
(EFW-NPSF modifié, agoniste sélectif du récepteur NPFF2) (Table VI, (Gouardères et al., 
2001; Gouardères et al., 2002)). 
Ceci a permis de montrer que le récepteur majoritairement exprimé chez le rat est le 
récepteur NPFF2, les récepteurs NPFF1 n’étant détectés que dans le septum, le thalamus, 
l’hypothalamus et le noyau du tractus solitaire (table VI) (Gouardères et al., 2002). 
Les plus fortes densités de récepteurs NPFF2 sont retrouvées dans les couches externes des 
cornes dorsales de la moelle épinière, le noyau thalamique parafasciculaire, latérodorsal et 
présubiculum de l’hippocampe (table VI) (Gouardères et al., 2002).  
On remarque que l’expression des récepteurs NPFF est corrélée aux effets du NPFF 
observés in vivo. Par exemple, la présence de récepteurs dans le noyau du tractus solitaire est 
en accord avec la capacité du NPFF, après administration centrale, de modifier la fréquence 
cardiaque et la pression artérielle (Laguzzi et al., 1996). De même, les récepteurs sont 
présents dans différentes régions impliquées dans la nociception et/ou l’analgésie : le 
thalamus, la substance grise périaqueducale, le dorsal raphé, les cornes dorsales de la moelle 
épinière ce qui concorde avec le rôle neuromodulateur du NPFF sur l’analgésie opioïde 
(Roumy and Zajac, 1998). 
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Régions Bmax NPFF1 pCi / mg tissu 
Bmax NPFF2 
pCi / mg tissu 
Télencéphale   
Noyau Accumbens - 277 
Caudé Putamen - 970 
Globus Pallidus latéral 39  
Globus Pallidus médian 45  
Noyau du limbe vertical de la bande diagonale - 748 
Partie dorsale du Noyau septal latéral 39 464 
Partie intermédiaire du Noyau septal latéral 62 1496 
Noyau du lit de la strie terminale 22 200 
Noyau amygloïde antérieur 22  
Presubiculum - 1639 
Aire préoptique médiane 25 636 
   
Diencéphale   
Thalamus   
Noyau thalamique antérodorsal 25 713 
Partie antérieure du Noyau Paraventriculaire  17 662 
Noyau thalamique centromédian - 796 
Noyau thalamique ventromédian 31 961 
Noyau thalamique Parafasciculaire 34 3808 
Noyau thalamique latérodorsal - 2253 
Noyau thalamique Paratenial - 862 
Zona incerta - 1322 
Hypothalamus   
Noyau hypothalamique ventromédian 42 1027 
Aire hypothalamique antérieure 34 - 
Aire hypothalamique latérale 34 1518 
Noyau mamillaire - 1912 
Noyau suprachiasmatique - 1603 
Noyau périventriculaire de l’hypothalamus 39 - 
Noyau paraventriculaire de l’hypothalamus 53 - 
   
Mésencéphale   
Partie dorsale du Noyau prétectal antérieur - 2730 
Noyau géniculé médian - 504 
Noyau interpédonculaire - 1080 
Couche superficielle du colliculus supérieur - 521 
Noyau du Dorsal Raphé - 1432 
Matière grise centrale - 970 
Noyau tegmental ventral - 1481 
   
Rhombencéphale   
Noyau parabrachial latéral - 1617 
Noyau Parabigéminal - 1522 
Noyau trigéminal spinal - 669 
Noyau du tractus solitaire 28 1643 
Tractus trigéminal spinal - 2277 
   
Moelle épinière   
Couches I-II - 2411 
 Table VI: Distribution des récepteurs NPFF1 et NPFF2 dans le SNC de rat. La distribution des récepteurs 
NPFF1 est déterminée par l’utilisation du ligand [125I]-YVP, celle du récepteur NPFF2 est donnée par le ligand 
[125I]-EYF. Le Bmax (pCi / mg) correspond à la densité de récepteurs dans la région considérée. (-) : non 
détectable. D’après (Gouardères et al., 2002) 
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C- Effets pharmacologiques du Neuropeptide FF in vivo 
 
1- Douleur et analgésie 
a- Au niveau supra-spinal 
Les effets pharmacologiques du NPFF sont intimement liés à la modulation du système 
opioïde. Ainsi, chez le rat, l’injection i.c.v de NPFF réduit l’analgésie induite par la morphine 
dans le test du tail flick (Yang et al., 1985), cet effet étant retrouvé chez la souris après 
injection de NPFF ou NPAF i.c.v ou d’analogues du NPFF résistant à la dégradation tel que le 
1DMe (Roumy and Zajac, 1998).  
De façon similaire, l’injection i.c.v d’anticorps dirigés contre le NPFF ou le NPAF chez la 
souris provoquent une analgésie de type opioïde, puisque réversée par la naloxone, et 
potentialisent l’analgésie induite par la morphine (Kavaliers and Yang, 1989). De plus, 
l’administration i.p (intra-péritonéale) de PNAs (Peptide Nucleic Acids) antisens ciblant le 
précurseur ProNPFFA induit une augmentation du seuil nociceptif dans le test du retrait de la 
queue, cet effet étant totalement bloqué par la naloxone (Bonnard et al., 2002). L’ensemble de 
ces données suggére l’existence d’un tonus opioïde endogène modulé par un tonus 
NPFFergique endogène, ces deux systèmes agissant en équilibre pour réguler la sensibilité 
nociceptive. 
 
Les systèmes NPFF et opioïdes peuvent interagir localement, c'est-à-dire au niveau du 
même noyau dans la modulation de l’analgésie opioïde. Chez le rat, l’analgésie induite par la 
morphine injectée au niveau du noyau du dorsal raphé, « région analgésique pure » (Fardin et 
al., 1984), mesurée par le test de retrait de la queue et le test d’immersion de la queue, est 
réversée par la co-injection de 1DMe dans ce même noyau, bien que le 1DMe n’ait aucun 
effet sur le seuil nociceptif (Dupouy and Zajac, 1995). De même, chez le rat, la 
coadministration de morphine et de 1DMe dans le noyau parafasciculaire de l’hypothalamus 
réduit l’analgésie induite par la morphine dans le test de la plaque chauffante (Dupouy and 
Zajac, 1997). Des neurones sérotoninergiques sont impliqués dans cette interaction. En effet, 
la déplétion en sérotonine par la Para-chlorophénylalanine ou une lésion des neurones 
sérotoninergiques du Dorsal Raphé par la 5,7-dihydroxytryptamine supprime l’inhibition de 
l’analgésie morphinique par le 1DMe (Dupouy and Zajac, 1997). 
Les systèmes NPFF et opioïdes interagissent aussi à distance puisque chez le rat,  
l’injection de 1DMe dans le Noyau Parafasciculaire ou le Dorsal Raphé inhibe l’analgésie 
induite par la morphine injectée dans le Dorsal Raphé ou le Noyau Parafasciculaire 
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respectivement (Dupouy and Zajac, 1997). La co-injection de morphine et de NPFF i.c.v chez 
le rat diminue l’analgésie opioïde dans le test d’immersion de la queue (Dupouy and Zajac, 
1995). 
De même, chez la souris, le SQA-NPFF injecté i.c.v inhibe l’analgésie induite par la 
morphine (i.c.v) dans le test de tail-flick (Gelot et al., 1998b). Chez la souris, ces effets sont 
bien dépendants de la stimulation des récepteurs du NPFF puisque la co-injection i.c.v de RF9 
(antagoniste des récepteurs NPFF1 et NPFF2) réduit l’inhibition de l’analgésie morphinique 
par le NPFF (Fang et al., 2008). 
 
Des études menées chez la souris montrent cependant une modulation plus complexe des 
effets opioïdes par des agonistes sélectifs des différents récepteurs au Neuropeptide FF. En 
effet, bien que chez ces souris le 1DMe réverse l’analgésie opioïde dans le test du tail flick, le 
EFW-NPSF (agoniste sélectif des récepteurs NPFF2) aura tendance à potentialiser ou inhiber 
l’analgésie induite par la morphine selon la dose de 1DMe utilisée (Quelven et al., 2002). 
 
b- Au niveau spinal 
La présence de sites de liaisons au NPFF et plus précisément de récepteurs NPFF2 au 
niveau de la corne dorsale de la moelle épinière chez le rat, région impliquée dans la 
transmission nociceptive, a très vite suggéré un effet modulateur du NPFF à ce niveau (Allard 
et al., 1992; Gouardères et al., 2002).  
L’administration intrathécale (i.t) de NPFF induit une analgésie dose-dépendante et de 
longue durée (24 - 48h), réversée par la naloxone, dans des tests de douleur thermique (tail 
flick) et mécanique (pression de la patte) chez le rat (Gouardères et al., 1993; Gouardères et 
al., 1996; Xu et al., 1999, 2001). Cela suggère que le NPFF module la libération de peptides 
endogènes agissant sur les récepteurs opioïdes dans la moelle épinière. 
Ceci a effectivement été démontré. La perfusion intrathécale de 1DMe chez le rat 
anesthésié induit une augmentation de la libération de Met-enképhalines au niveau spinal 
persistant jusqu’à 90 minutes, cette libération étant réduite en présence d’antagonistes 
spécifiques des récepteurs DOP et KOP (Ballet et al., 1999). De plus, sur coupes de moelle 
épinière de rat perfusées, le 1DMe bloque la réduction de la libération de Met-enképhaline 
induite par la deltorphine-I, agoniste des récepteurs DOP (Mauborgne et al., 2001). Enfin, 
l’injection i.t de 1DMe entraîne une diminution de la libération de dynorphines au niveau de 
la moelle épinière chez le rat anesthésié, l’effet du 1DMe étant inhibé par des antagonistes des 
récepteurs DOP et KOP (Ballet et al., 2002). 
 60 
Figure 20: Au niveau de la moelle épinière le 
NPFF bloque (flèches jaunes) les récepteurs 
DOP présynaptiques qui régulent la libération 
de Met-enképhalines (flèches rouges). En 
résulte une augmentation de la libération de 
Met-Enképhalines, produisant ainsi une 
analgésie par l’activation de récepteurs 
opioïdes postsynaptiques. D’après 
(Mauborgne et al., 2001) 
R-NPFF2
Autorécepteur DOP
Récepteurs MOP
Met-enképhaline
NPFF
L’activation des récepteurs NPFF résulte 
donc en un blocage des autorécepteurs DOP 
présynaptiques responsable du rétrocontrôle 
inhibiteur de la libération de Met-enképhaline.  
De ce fait, la Met-enképhaline libérée par l’action 
indirecte du NPFF peut se lier sur des récepteurs 
MOP post-synaptiques responsables de la 
diminution de la libération de dynorphine. La 
dynorphine ayant des effets pronociceptifs au 
niveau de la moelle épinière, l’inhibition de sa 
libération pourrait expliquer les effets 
analgésiques à long terme du NPFF. 
Il a été également montré que l’injection 
d’une dose sub-efficace de NPFF au niveau 
spinal potentialise l’analgésie induite par la 
morphine délivrée dans la moelle épinière 
(Gouardères et al., 1993; Gouardères et al., 1996). Cet effet est bloqué par des antagonistes 
des récepteurs DOP mettant en évidence le même mécanisme d’inhibition des autorécepteurs 
de type DOP. 
 
Les effets pro-opioïdes du NPFF au niveau spinal observés in vivo résultent donc d’un 
effet anti-opioïde cellulaire au niveau des autorécepteurs DOP.  
 
2- Tolérance et dépendance 
Selon le Centre International Pour l’Avancement du Traitement de la Toxicomanie, la 
tolérance est un état d’adaptation dans lequel l’exposition à une drogue produit des 
changements entraînant l’atténuation progressive d’un ou plusieurs effets de la drogue. La 
dépendance physique est quant à elle un état d’adaptation qui se manifeste par un syndrome 
de privation propre à une classe de drogues qui peut être produit par la cessation brutale, la 
réduction rapide de la dose, la réduction du taux de drogue dans le sang et / ou 
l’administration d’une substance antagoniste. 
 
Dans le cas de la tolérance et de la dépendance aux opiacés, un rôle des systèmes 
modulateurs des opioïdes (anti-opioïdes) n’est pas à négliger. Selon le modèle d’anti-opioïde 
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défini par Gillman et Lichtigfeld (Gillman and Lichtigfeld, 1981) et développé par Rothman 
(Rothman, 1992), il existe un équilibre homéostasique constant entre les systèmes opioïdes et 
anti-opioïdes. Aussi, la prise chronique de substances opioïdes pourrait induire l’activation et 
la libération de molécules anti-opioïdes afin de rétablir cet équilibre. Ceci pourrait expliquer 
les phénomènes de tolérance aux opiacés puisque l’augmentation de la libération des anti-
opioïdes contrerait l’effet des opiacés et donc contribuerait à la perte de leurs effets. De 
même, à l’arrêt de l’administration de l’opioïde ces systèmes anti-opioïdes, toujours actifs, 
provoqueraient le syndrome de sevrage. 
 
De nombreuses études tendent à montrer l’implication du système NPFF dans cet effet. 
Tout d’abord, sur coupes de moelle épinière de rat, la morphine peut stimuler la libération de 
NPFF (Devillers et al., 1995a). De plus, l’administration chronique de morphine induit une 
augmentation de l’immunoréactivité de type NPFF dans le liquide céphalo-rachidien ainsi que 
dans le SNC chez le rat (Malin et al., 1990b; Stinus et al., 1995). Un traitement chronique 
i.c.v de NPFF pendant 13 jours induit une diminution du nombre de récepteurs MOP dans le 
SNC de rat (Rothman et al., 1993; Goodman et al., 1996), alors que le traitement chronique 
i.c.v d’anticorps anti-NPFF augmente le taux de récepteurs MOP et diminue la quantité de 
DOP dans différentes régions du SNC (Goodman et al., 1998, 1999). 
 L’administration chronique de 1DMe augmente l’intensité de la tolérance morphinique 
tandis que la répression du système NPFF par l’injection i.c.v d’antisens complémentaires de 
la séquence du précurseur ProNPFFA atténue significativement le développement de la 
tolérance aux opiacés (Gelot et al., 1998a). Enfin, l’hyperalgie (due à une baisse du seuil 
nociceptif) induite par le traitement chronique à l’héroïne est diminuée par le co-traitement 
des rats par le RF9, antagoniste des récepteurs NPFF, par voie systémique montrant une 
interaction entre le système NPFF et le système opioïde endogène (Simonin et al., 2006). 
Les signes de syndrome de sevrage, précipité par la Naloxone chez des souris dépendantes 
à la morphine, sont diminués lors de l’administration dans le troisième ventricule d’anticorps 
dirigés contre le NPFF ou de nucléotides anti-sens dirigés contre le précurseur Pro-NPFFA 
(Malin et al., 1990b; Gelot et al., 1998a) tandis que l’injection i.c.v de NPFF précipite un 
syndrome de sevrage chez des animaux dépendants à la morphine sans aucun effet sur des 
animaux naïfs (Malin et al., 1990a). De même la co-administration chez la souris de NPFF et 
de morphine provoque un syndrome de sevrage plus important qu’en absence de NPFF (Tan 
et al., 1999). 
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Une prise de drogue répétée entraîne une augmentation des réponses comportementales 
appelée sensibilisation comportementale, qui joue un grand rôle dans la mise en place de la 
dépendance à la drogue. Chez l’animal, la sensibilisation comportementale se manifeste par 
une hyperlocomotion induite par l’administration de la drogue après une période de sevrage 
supérieure à l’hyperlocomotion observée chez un animal naïf pour cette drogue. L’injection 
répétée de morphine (i.p) chez la souris provoque une sensibilisation comportementale à la 
morphine puisque l’hyperlocomotion induite par une injection de morphine (10 mg/kg) est 
plus importante chez une souris ayant été traité chroniquement à la morphine (5 injections sur 
3 jours) 7 jours avant le test que chez une souris naïve.  Le NPFF injecté i.c.v ne modifie pas 
la locomotion chez la souris. En revanche, l’injection i.c.v de NPFF juste avant l’injection de 
morphine réduit (i) l’hyperlocomotion induite par l’injection aigue de morphine chez les 
souris naïves et (ii) la sensibilisation de l’hyperlocomotion chez les souris traitées 
chroniquement (Kotlinska et al., 2007a). 
 
Parallèlement à la dépendance physique, une prise chronique d’opiacés entraîne le 
développement d’une dépendance psychologique ou addiction qui se caractérise par un besoin 
irrépressible de se procurer de la drogue et contribue au risque de rechute après une longue 
période de sevrage. Chez l’animal, un des tests pour évaluer les propriétés motivationnelles 
d’une drogue est le paradigme de préférence de place conditionnée dont le principe est 
d’associer la prise de drogue à un environnement particulier. Si la drogue induit une 
dépendance psychologique, cet environnement acquiert des propriétés motivationnelles 
directement associées à la prise de drogue. Ultérieurement, l’animal est confronté à cet 
environnement et à un deuxième environnement neutre en absence de drogue. Si la drogue est 
addictive, alors l’animal passera plus de temps dans le compartiment associé à la prise de 
drogue.  
Dans ce type de test, le 1DMe injecté i.c.v chez la souris ne montre pas d’effet renforçant 
par lui-même, par contre il est capable de bloquer l’acquisition des propriétés renforçantes de 
la morphine mais uniquement quand il est injecté avant l’administration de morphine 
(Marchand et al., 2006). Chez le rat, une seule injection i.c.v de NPFF, deux minutes avant la 
confrontation de l’animal aux deux environnements, bloque l’expression de la préférence de 
place induite par la morphine (Kotlinska et al., 2007b). 
 
Le rôle du NPFF dans l’addiction à d’autres drogues a été étudié. Le NPFF injecté i.c.v 
(20 nmoles) réduit l’expression de la préférence de place à la cocaïne (5 mg /kg) chez le rat 
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ainsi que la sensibilisation aux effets hyperlocomoteurs de la cocaïne chez la souris bien qu’il 
n’ait aucun effet propre dans ces deux tests (Kotlinska et al., 2008). De nombreuses études 
montrent l’implication du système opioïde endogène dans la mise en place de l’addiction à la 
cocaïne. Par exemple,  la naloxone (antagoniste des récepteurs opioïdes) diminue l’expression 
de la préférence de place induite par la cocaïne chez le rat (Houdi et al., 1989) alors que la 
méthadone, agoniste des récepteurs MOP la potentialise (Bilsky et al., 1992). Les effets du 
NPFF sur l’expression de la préférence de place à la cocaïne pourraient donc résulter d’une 
inhibition des effets des opioïdes endogènes à ce niveau. 
La co-injection de NPFF dans les ventricules latéraux chez le rat potentialise l’acquisition 
de la sensibilisation à l’hyperlocomotion induite par les amphétamines (injection i.p) qui 
s’accompagne par une diminution du taux de sérotonine et une augmentation des taux de 
glutamate et de GABA dans le cortex préfrontal médian des rats sensibilisés aux 
amphétamines (Chen et al., 1999). 
Enfin, le NPFF (i.c.v) antagonise la sensibilisation de l’hyperlocomotion induite par 
l’éthanol chez la souris mais ni l’acquisition ni l’expression de la préférence de place induite 
par l’éthanol chez la souris et le rat (Marchand et al., 2006; Kotlinska et al., 2007a, b).  
 
3- Effets gastro-intestinaux 
De nombreuses études mettent en évidence des effets du NPFF et de ses analogues sur la 
contractilité intestinale chez le rongeur et le porc. Et il apparaît que le NPFF peut avoir des 
effets pro-, anti-opioïdes ou indépendants des opioïdes. 
 
Raffa et ses collaborateurs (Raffa, 1989) ont montré que l’injection i.c.v de NPFF  chez la 
souris retarde l’expulsion de billes au niveau du colon, tout comme la morphine, cet effet 
étant inhibé par la naloxone. Ce même effet est retrouvé sur intestin grêle de rat où le NPFF et 
le DALAD (D-Ala-Met-Enképhalinamide) injectés i.c.v  inhibent les contractions de l’intestin 
induites par l’ingestion de nourriture, cet effet est également inhibé par la naloxone (Million 
et al., 1993). Le NPFF présente donc des activités pro-opioïdes sur la motilité intestinale.  
 
Tandis qu’un traitement aigu à la morphine inhibe la motilité du colon, cet effet est perdu 
suite à un traitement chronique. Chez des animaux tolérants, la naloxone ré-induit les 
contractions coloniques provoquant des diarrhées chez l’animal ce qui est typiquement 
observé lors d’un syndrome de sevrage. Chez des souris tolérantes à la morphine, le 1DMe 
injecté i.c.v produit les mêmes effets que la naloxone sur la motilité colonique, provoquant 
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aussi des diarrhées chez l’animal (Gelot et al., 1995). Le NPFF dans ce cas produit donc des 
effets anti-opioïdes. L’apparition de diarrhées chez l’animal étant un des symptômes d’un 
syndrôme de sevrage, ces résultats peuvent être corrélés avec la capacité du NPFF à induire 
un syndrome de sevrage chez des animaux tolérants aux opiacés (Malin et al., 1990a; Tan et 
al., 1999). Injecté i.c.v, le NPFF est également capable de réduire la durée des perturbations 
d’activité myoélectrique induites par les endotoxines d’Escherichia coli sur le gros intestin de 
rat et dépendantes de l’activation des systèmes opioïdes endogènes (Million et al., 1997). Cet 
effet est aussi retrouvé sur l’iléon de cobaye et serait médié par la modulation de l’inhibition 
de la libération d’acétylcholine induite par la morphine (Demichel et al., 1993). 
 
Enfin le NPFF peut moduler la motilité gastro-intestinale indépendamment du système 
opioïde. Ce phénomène est bien illustré par une étude sur le transit intestinal chez la souris 
après ingestion d’un repas mesuré par l’ingestion de lait marqué au 
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Cr (chromate de sodium) 
et à l’étude de sa localisation dans différentes régions de l’intestin. Dans ce paradigme, la 
morphine et le NPFF inhibent le transit intestinal mais seul l’effet de la morphine est aboli par 
le traitement des souris à la naloxone (Gicquel et al., 1993).  
Le NPFF peut aussi augmenter par lui-même l’activité myoélectrique au niveau intestinal 
chez le porc et du colon chez le rat (Decker et al., 1997; Fang et al., 2005). Ces deux études 
mettent en évidence une action du NPFF via l’inhibition de la production d’oxyde nitrique 
(NO, responsable de la dilatation des cellules musculaires lisses) et l’activation de canaux 
calciques voltage-dépendants de type L (uniquement montré chez le porc, (Decker et al., 
1997)).  Enfin, bien que son effet sur les endotoxines soit opioïde-dépendant, dans la même 
étude, Million a montré que le NPFF mais pas la naloxone réduit la durée des perturbations 
d’activité myoélectrique induites par le facteur d’activation des plaquettes (PAF) sur le gros 
intestin de rat (Million et al., 1997). 
 
4- Effets cardiovasculaires 
Le NPFF a été isolé selon ses similarités de séquence peptidique avec le FMRFamide, 
peptide cardioexcitateur retrouvé chez le mollusque (Yang et al., 1985). Il n’est donc pas 
surprenant de retrouver des effets cardiovasculaires du NPFF chez le mammifère. 
Une injection i.v (intra-veineuse) de NPFF ou de NPAF augmente la pression artérielle 
chez le rat non anesthésié et non contendu. Les effets du peptide sont partiellement inhibés 
par la guanethidine ou le prazocin qui préviennent la libération de noradrénaline (Roth et al., 
1987). L’augmentation de la pression artérielle et du rythme cardiaque par le NPFF injecté i.v 
 65 
serait due à l’activation de récepteurs NPFF périphériques situés de manière hétérogène au 
niveau du cœur (Allard et al., 1995). Ces effets ne sont pas modifiés par la naloxone mais par 
des antagonistes des récepteurs α1, α2 ou β2-adrénergiques ainsi que par la déplétion en 
catécholamines. L’ensemble de ces études soulignent donc un effet cardiovasculaire du NPFF 
indépendant du système opioïde et médié en partie par l’augmentation de la libération de 
catécholamines  (adrénaline, noradrénaline) même si aucune modification du taux sanguin de 
catécholamines n’est observée suite à l’administration i.v de NPFF chez le rat (Allard et al., 
1995). La persistence d’une partie des effets du NPFF suite à la déplétion en catécholamines 
suggère aussi un mécanisme indépendant des catécholamines. 
Le noyau du tractus solitaire (NTS) est une structure médullaire impliquée dans le 
contrôle réflexe des fonctions autonomes, plus particulièrement des fonctions 
cardiovasculaires. Une immunoréactivité de type NPFF ainsi que des récepteurs NPFF sont 
retrouvés de manière très importante dans ce noyau (Allard et al., 1992; Kivipelto et al., 
1992). L’injection i.c.v de NPFF provoque une augmentation de la pression artérielle chez le 
rat inhibé par la co-injection de RF9 i.c.v (antagoniste des récepteurs NPFF) (Jhamandas and 
Mactavish, 2002; Simonin et al., 2006). Cette élévation de la pression artérielle est corrélée à 
l’augmentation du nombre de neurones NPFFergiques activés dans le NTS. L’activation des 
neurones NPFFergiques du NTS est observée suite à une hypotension induite par le 
nitroprussiate de sodium chez le rat mais cette activation est très faible suite à un traitement 
hypotenseur. L’activation du système NPFF au niveau du NTS serait donc plutôt un effet 
compensatoire de l’hypotension (Jhamandas et al., 1998).  
Une microinjection de NPFF ou de 1DMe dans le NTS provoque une augmentation de la 
pression artérielle, une bradycardie ainsi qu’une inhibition de la composante cardiaque du 
baroréflexe. Les mécanismes de régulation des constantes cardiovasculaires par le NPFF au 
niveau central ne font pas intervenir le système opioïde puisque ces effets ne sont pas réversés 
par la naloxone. Par contre, un prétraitement i.v par un antagoniste des récepteurs α1-
adrénergiques inhibe l’effet du NPFF sur la pression artérielle tandis qu’un antagoniste 
muscarinique s’oppose à son effet bradycardisant suggérant un rôle modulateur du NPFF sur 
les systèmes orthosympathiques et parasympathiques. Cette hypothèse est renforcée par la 
présence de récepteurs du NPFF au niveau post-synaptique du NTS (Laguzzi et al., 1996). 
 
 66 
5- Thermorégulation 
L’immunoréactivité de type NPFF ainsi que des sites de liaison du NPFF sont localisés 
dans des régions cérébrales impliquées dans la thermorégulation telles que le noyau 
trigéminal ou l’aire préoptique médiane (Allard et al., 1992; Dupouy and Zajac, 1996; Panula 
et al., 1996).  
L’injection i.c.v de NPFF ou de ses analogues diminue la température corporelle chez la 
souris et diminue la tolérance de l’animal au froid (Desprat and Zajac, 1997). Ces effets 
hypothermisants ne sont pas inhibés par la naloxone et sont réversés par l’antagoniste sélectif 
des récepteurs du NPFF, le RF9 suggérant un effet du NPFF via l’activation de son propre 
récepteur et indépendant de l’activation du système opioïde (Desprat and Zajac, 1997; Fang et 
al., 2008). Cet effet impliquerait un couplage du récepteur NPFF aux protéines de type Gs 
puisque l’effet est réversé par la toxine cholérique bien que le traitement à la CTX ne change 
pas l’effet du NPFF sur l’analgésie opioïde (Francés et al., 2001). 
La mise en évidence de deux types de récepteurs au NPFF a permis de caractériser l’effet 
de chacun sur la température corporelle chez la souris et il apparaît que l’activation des 
récepteurs NPFF1 est responsable de l’hypothermie tandis que l’activation des récepteurs 
NPFF2 provoque une légère hyperthermie (Quelven et al., 2005). Ceci est conforté par l’étude 
du dNPA-NPFF, agoniste très sélectif des récepteurs NPFF2, qui induit une hyperthermie chez 
la souris après injection i.c.v (Roussin et al., 2005). Les effets hypothermisants observés avec 
le 1DMe et le NPFF résulteraient donc de l’activation des récepteurs NPFF1, les ligands ne 
présentant pas une sélectivité très marquée entre les récepteurs et les récepteurs NPFF1 étant 
fortement présents au niveau des régions thermorégulatrices (Gouardères et al., 2004). 
Une étude récente met en évidence une interaction fonctionnelle entre les récepteurs 
NPFF et opioïdes au niveau de la thermorégulation. En effet, la morphine et la nociceptine 
(agissant sur les récepteurs MOP et NOP respectivement) injectées i.c.v provoquent une 
hypothermie chez la souris inhibée par des antagonistes spécifiques des récepteurs MOP et 
NOP. Co-injectée i.c.v, une dose de NPFF ne provoquant pas d’hypothermie chez la souris 
(0,5 nmoles) ne modifie pas l’effet des agonistes opioïdes. Par contre, la co-injection RF9 (30 
nmoles) réduit de manière significative l’hypothermie induite par 5 nmoles de morphine ou 2 
nmoles de nociceptine. Ces résultats suggèrent donc que l’hypothermie induite par 
l’activation du système opioïde nécessite l’activation concomitante des récepteurs NPFF, 
mettant en évidence une interaction fonctionnelle entre les récepteurs opioïdes et NPFF au 
niveau central (Wang et al., 2008). 
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6- Effets sur le comportement 
a- Sur l’activité locomotrice 
De manière générale, le NPFF par lui-même (injecté i.c.v ou au niveau de l’aire 
tegmentale ventrale)  ne modifie pas l’activité locomotrice chez le rat ou la souris mais inhibe 
les effets hyperlocomoteurs induits par la morphine (Marco et al., 1995; Cador et al., 2002; 
Marchand et al., 2006). Cet aspect sera développé dans la partie III des résultats consacrée à 
l’étude de la modulation par le NPFF de la libération de dopamine induite par la morphine au 
niveau du Noyau Accumbens.  
 
b- Sur le comportement alimentaire 
L’injection i.c.v de NPFF provoque une diminution de la prise de nourriture chez le rat à 
jeun. Cet effet est comparable à celui observé suite à un traitement à la naloxone. De plus, les 
effets du NPFF et de la naloxone ne sont pas additifs suggérant une seule et même voie 
d’action (Murase et al., 1996). Le NPFF pourrait donc s’opposer aux effets orexigènes du 
système opioïde endogène.  
Cependant des études ont montré que cette diminution de la prise de nourriture pourrait 
être la conséquence d’une augmentation rapide de la prise de boisson induite par le NPFF 
(Sunter et al., 2001). En effet, chez le rat, le NPFF (1, 3 ou 10 nmoles, i.c.v) provoque une 
prise de boisson quasi-immédiate après injection (latence avant la prise de boisson supérieure 
à 300 s en condition contrôle contre 3,7 ± 0,9 s après injection de 10 nmoles NPFF) et qui 
perdure jusqu’à 8 heures post-injection ainsi qu’une augmentation de la quantité d’eau ingérée 
par rapport à un rat ayant reçu une solution saline (Sunter et al., 2001). L’augmentation de la 
prise de nourriture par ces rats n’est observée que dans les 30 premières minutes après 
injection i.c.v de NPFF. Il est donc envisageable que la prise de boisson massive observée 
rapidement après l’injection prévienne la prise de nourriture chez l’animal par rapport à un rat 
ayant reçu une injection de solution saline (Sunter et al., 2001). 
L’effet du NPFF sur le comportement alimentaire a été étudié dans des régions plus 
discrètes du SNC telles que le noyau parabrachial latéral (L-PBN) qui joue un rôle central 
dans l’intégration des informations commandant la prise de nourriture. Le PBN reçoit de 
nombreuses fibres hypothalamiques qui contiennent une forte immunoréactivité de type NPFF 
(Panula et al., 1996). Ce noyau contient des récepteurs NPFF et des récepteurs opioïdes 
(Gouardères et al., 2002). L’infusion de DAMGO au niveau du L-PBN a un effet 
hyperphagique chez le rat. Cet effet est inhibé par la naloxone mais aussi par de faibles doses 
de NPFF injectées dans ce même noyau (Nicklous and Simansky, 2003). Infusé dans le L-
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PBN, le NPFF présente donc des activités  anti-opioïdes sur le comportement alimentaire. 
Cependant, la même étude montre que de fortes doses de NPFF injectées dans le L-PBN ont 
un effet hyperphagique chez le rat, cet effet étant inhibé par la naloxone. Par contre, quelle 
que soit la dose injectée, le NPFF ne modifie pas la prise de boisson chez le rat (Nicklous and 
Simansky, 2003). Les effets du NPFF dans le noyau parabrachial latéral sur la prise 
alimentaire dépendent donc de la dose utilisée. 
 
c- Apprentissage 
Des sites de liaisons du NPFF et des peptides sont retrouvés au niveau limbique chez le 
rongeur (Panula et al., 1996; Gouardères et al., 2002). 
Chez la souris, la neutralisation du système NPFF par injection i.c.v d’anticorps dirigés 
contre le peptide empêche la mémorisation spatiale dans le test de la piscine de Morris chez la 
souris. Les effets du NPFF semblent complexes puisque suivant la dose le NPFF favorise (1 
µg i.c.v) ou inhibe (10 µg i.c.v) la mémorisation spatiale (Kavaliers and Colwell, 1993). 
 
7- Autres effets pharmacologiques 
Des effets du NPFF ont été aussi reportés au niveau neuroendocrinien ce qui est corrélé 
avec la forte immunoréactivité de type NPFF au niveau de l’axe hypothalamo-hypophysaire 
(Majane et al., 1989; Labrouche et al., 1993). Le NPFF semble être impliqué dans 
l’osmorégulation du taux plasmatique de vasopressine en agissant au niveau hypothalamique, 
cet effet est inhibé par la naloxone et mimé par des agonistes opioïdes suggérant là encore un 
effet via la modulation du système opioïde (Arima et al., 1996; Yokoi et al., 1998). Des effets 
du NPFF ont été aussi reportés sur la régulation de la libération d’ocytocine et de prolactine 
(Hinuma et al., 2000; Jhamandas and MacTavish, 2003). Un rôle est aussi reporté sur la 
modulation de la sécrétion des hormones pancréatiques (insuline, somatostatine) et surrénales 
(aldostérone) (Fehmann et al., 1990; Labrouche et al., 1998). 
Le NPFF inhibe la prolifération des lymphocytes de façon directe via l’activation de 
récepteurs situés sur les lymphocytes (Lecron et al., 1992; Minault et al., 1995). 
Enfin, suite à la mise en évidence d’ARNm du récepteur NPFF2 dans le tissu adipeux 
(Elshourbagy et al., 2000) et de NPFF dans le plasma humain (Sundblom et al., 1995), 
l’intervention du NPFF dans la modulation du métabolisme du tissu adipeux a été envisagée. 
Dans une lignée pré-adipocytaire de souris 3T3-L1 qui exprime les 2 types de récepteurs, le 
NPAF augmente l’expression des ARNm des récepteurs β1, β2 et β3-adrénergiques ainsi que 
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la capacité de ces récepteurs à stimuler l’adénylyl cyclase, suggérant un effet modulateur sur 
la réponse aux catécholamines (Lefrere et al., 2002). 
 
D- Effets pharmacologiques cellulaires 
 
1- Modulation des canaux ASIC 
Les canaux ASIC (Acid-Sensing Ion Channel) sont des canaux cationiques non-
dépendants du voltage mais activés par des augmentations de concentration en protons dans le 
milieu extracellulaire (i.e diminution du pH extracellulaire). Lors d’une acidose cellulaire, 
leur ouverture provoque un courant entrant d’ions Na
+
. Certains canaux ont une faible 
conductance pour le Ca
2+
.
 
L’ouverture des canaux ASIC se caractérise par une ouverture 
rapide transitoire suivie d’une inactivation rapide, un faible courant entrant résiduel est 
observé dans le cas du canal ASIC 3 (Lingueglia et al., 2006). 
A l’heure actuelle 4 gènes ont été isolés, ces gènes codent pour 7 différentes sous-unités : 
ASIC 1a, 1b, 1b2, ASIC 2a, 2b, ASIC 3 et ASIC 4. Un canal est constitué d’un assemblage 
homo- ou hétérotrimérique de 4 sous-unités. Chaque sous-unité est constituée de 2 domaines 
transmembranaires reliés par une grande boucle extracellulaire, laquelle forme probablement 
le pore de passage des ions Na
+
. L’assemblage des différentes sous-unités confère au canal 
ASIC des propriétés qui lui sont propres en termes de sensibilité au pH et de cinétique 
d’activation et de désactivation. Les canaux ASIC sont retrouvés dans la plupart des neurones 
centraux ainsi que sur les fibres sensitives, plus particulièrement sur les fibres nociceptives 
comme les ganglions de racine dorsale (Lingueglia et al., 2006).   
On prête aux canaux ASIC plusieurs rôles au niveau central notamment dans la 
potentialisation à long terme et dans la transmission synaptique. Au niveau périphérique, les 
canaux ASIC ont un rôle dans la perception de la douleur lors d’une inflammation ou une 
ischémie. En effet, une inflammation cause une diminution du pH extracellulaire (acidose) au 
niveau de la zone enflammée qui induit l’ouverture des canaux ASIC. L’ouverture de ces 
canaux permet une entrée de Na
+
 dans le milieu intracellulaire qui entraîne une faible 
dépolarisation de la membrane plasmique. Le seuil d’excitabilité du neurone est donc plus 
faible et les fibres plus facilement excitables par un stimulus nociceptif favorisant ainsi la 
transmission de l’information nociceptive. Ces canaux sont inhibés par des molécules 
réputées anti-inflammatoires telles que l’amiloride et l’ibuprofène. 
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Plusieurs études mettent en évidence un effet modulateur direct du NPFF et du peptide de 
mollusque FMRFa sur les canaux ASIC. En effet sur neurones de ganglions de racine dorsale 
de rat, le FMRFa et le NPFF ne génèrent pas de courants sodiques entrants mais ralentissent 
l’inactivation des canaux ouverts à pH acide. Dans le cas du canal ASIC3, une augmentation 
de l’amplitude et de la durée du courant résiduel entrant est observée (Askwith et al., 2000).  
L’effet du NPFF est dépendant de la structure du canal. En effet, à une concentration égale 
à 50 µM,  le FMRFa a une action plus importante sur les canaux de type ASIC1 tandis que le 
NPFF activera plutôt le canal ASIC3. De même une sensibilité accrue du NPFF est observée 
pour l’hétérotétramère ASIC2a-ASIC3 (Askwith et al., 2000; Catarsi et al., 2001). La 
potentialisation des canaux ASIC est spécifique des peptides RFamides puisque d’autres 
neuromodulateurs de la nociception (CCK, substance P ou encore la nociceptine) n’ont aucun 
effet sur ces canaux (Catarsi et al., 2001). La fonction amide, et dans une moindre mesure la 
séquence RF, est indispensable à la modulation des canaux ASIC. En effet, bien que la Met-
enképhaline ne potentialise pas le canal, l’ajout de la fonction amide en partie C-terminale  
permet sa modulation (Catarsi et al., 2001). 
Les peptides de type FMRFa moduleraient les canaux via une interaction directe avec le 
canal indépendante des récepteurs couplés aux protéines G qui leur sont propres et de manière 
indépendante du système opioïde (Lingueglia et al., 2006). Le FMRFa peut se lier directement 
au canal ASIC1 quand celui-ci est en position fermé c'est-à-dire en conditions de pH 
physiologique (Askwith et al., 2000). 
La potentialisation des canaux ASIC par les peptides de type FMRFa a pour conséquence 
une augmention de la sensibilité des fibres nociceptives à la douleur. D’une part, l’interaction 
du NPFF avec le canal réduit le seuil acide d’ouverture du canal favorisant l’ouverture du 
canal à des pH plus physiologiques. D’autre part, l’ouverture des canaux par le NPFF rend les 
fibres plus sensibles à une stimulation électrique infraliminaire par l’entrée de Na
+
 à 
l’intérieur de la cellule (potentiel de repos plus proche du seuil d’activation des canaux 
sodiques voltage-dépendants impliqués dans le potentiel d’action). Ceci est bien illustré sur 
neurones de ganglions de racines dorsales de rat où l’application de NPFF augmente les trains 
de potentiels d’action induits par l’ajout d’une solution à pH acide permettant l’ouverture des 
canaux ASIC 3 (Deval et al., 2003). Il est intéressant de noter qu’une inflammation chronique 
augmente les niveaux d’expression des canaux ASIC et du NPFF au niveau de la moelle 
épinière suggérant un rôle de cette modulation dans les stimuli nociceptifs impliqués dans 
l’inflammation (Lingueglia et al., 2006). 
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2- Modulation de l’excitabilité des neurones du Noyau Paraventriculaire de 
l’hypothalamus 
Les neurones du noyau paraventriculaire de l’hypothalamus (PVN) projettent au niveau de 
l’hypophyse où ils régulent les sécrétions hormonales des cellules hypophysaires. Ces 
neurones envoient aussi des projections au niveau du noyau du tractus solitaire, la médulla 
ventrolatérale et de la moelle épinière, impliquant le PVN dans la régulation du baro-réflexe 
et du système orthosympathique notamment au niveau des régulations cardio-vasculaires. 
Aussi, la mise en évidence de sites de liaisons du NPFF ainsi qu’une immunoréactivité de 
type NPFF dans ce noyau corrélée aux effets cardiovasculaires et inhibiteurs de la libération 
de vasopressine par le NPFF (cf. partie effets cardiovasculaires) a suggéré un rôle de ce 
noyau dans les effets modulateurs du NPFF (Boersma et al., 1993; Arima et al., 1996; 
Gouardères et al., 2002; Jhamandas and Mactavish, 2002). 
De manière intéressante le NPFF régule différemment les deux types cellulaires présents 
dans le PVN, les neurones parvocellulaires et les neurones magnocellulaires. En effet, dans le 
premier cas, le NPFF ou le NPVF augmente l’excitabilité des neurones en réduisant le tonus 
inhibiteur médié par des interneurones GABAergiques (Jhamandas et al., 2007) ; tandis que 
dans le deuxième cas, le NPFF augmente le tonus inhibiteur GABAergique provoquant ainsi 
une inhibition plus importante des neurones magnocellulaires (Jhamandas et al., 2006). Ces 
effets sont spécifiques de l’activation des récepteurs NPFF puisque, sur neurones 
parvocellulaires, le RF9 (antagoniste des récepteurs NPFF) inhibe totalement l’effet excitateur 
du NPFF et du NPVF (Jhamandas et al., 2007). Enfin, le NPFF ne modifie pas le potentiel de 
membrane des neurones parvocellulaires et magnocellulaires bien qu’il module la fréquence 
de potentiels inhibiteurs post-synaptiques mettant en évidence une action au niveau pré-
synaptique, soit sur les interneurones GABAergiques (Jhamandas et al., 2006; Jhamandas et 
al., 2007).  
Ces résultats sont en corrélation avec des observations antérieures qui révélaient une 
activation des neurones (marquage c-fos) des neurones parvocellulaires mais pas 
magnocellulaires suite à l’application de NPFF i.c.v chez le rat (Jhamandas and MacTavish, 
2003). De plus cette modulation différentielle pourrait expliquer les effets du NPFF in vivo 
comme l’augmentation de la pression artérielle chez le rat (excitation des neurones 
parvocellulaires qui projettent dans le NTS) et inhibition de la libération de vasopressine 
(diminution de l’excitabilité des neurones magnocellulaires qui projettent vers l’hypophyse). 
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3- Interaction avec les opioïdes 
De nombreuses études notamment menées par l’équipe suggèrent une interaction 
fonctionnelle entre les récepteurs NPFF et opioïdes au niveau cellulaire qui se caractérise par 
une inhibition de l’effet des opioïdes. En effet, sur des neurones du Noyau périventriculaire de 
l’hypothalamus et du Raphé Dorsal de rat exprimant respectivement les récepteurs NPFF1 et 
NPFF2 (Gouardères et al., 2002), des analogues du NPFF sont capables d’atténuer l’inhibition 
des conductances calciques de type N induite par la nociceptine (Roumy and Zajac, 1999; 
Roumy et al., 2003), bien qu’ayant aucun effet sur les conductances calciques de type N et 
aucune affinité pour les récepteurs opioïdes (Gouardères et al., 1998). De plus le 1DMe, 
analogue peptidique du NPFF protégé contre les peptidases endogènes, ne réduit pas 
l’inhibition des conductances calciques induite par la sérotonine dans les neurones du Raphé 
Dorsal (Roumy and Zajac, 1999) ceci signifiant que l’effet du NPFF est spécifique du système 
opioïde.  
D’autres effets anti-opioïdes ont été reportés au niveau du SNC (inhibition par le NPFF de 
la régulation du tonus GABAergique des neurones pyramidaux du CA1 de l’hippocampe par 
les opioïdes) mais aussi au niveau périphérique (modulation de la libération d’acétylcholine 
au niveau plexus myentérique de l’iléon de cobaye) (Miller and Lupica, 1997; Takeuchi et al., 
2001). 
La nature de ces interactions sera décrite plus précisément dans la partie I des résultats : 
Création d’un modèle cellulaire de l’activité anti-opioïde du récepteur hNPFF1. 
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OBJECTIFS DE CE TRAVAIL 
 
Comme nous venons de voir au cours de cette introduction, le neuropeptide FF module de 
nombreux effets des opioïdes in vivo et in vitro. Cependant les mécanismes moléculaires 
responsables de cette activité restent inconnus.  
L’objectif de ma thèse a été d’étudier la régulation de l’activité opioïde par les récepteurs 
du Neuropeptide FF par une approche cellulaire et une approche neurochimique in vivo. 
Afin de caractériser les mécanismes cellulaires responsables des effets anti-opioïdes du 
Neuropeptide FF, j’ai créé un modèle cellulaire neuronal d’expression des récepteurs NPFF et 
étudié l‘impact de leur activation sur la signalisation induite par les opioïdes, plus 
particulièrement au niveau du couplage des récepteurs opioïdes aux protéines G. 
Afin de comprendre les mécanismes responsables des effets anti-opioïdes du NPFF sur 
l’hyperlocomotion induite par la morphine, j’ai étudié les effets du NPFF sur la libération de 
dopamine induite par la morphine au niveau du Noyau Accumbens par la technique de 
microdialyse cérébrale chez le rat non contendu. Ce travail a été réalisé lors d’un stage d’une 
durée totale de cinq mois dans le laboratoire du  Neuropharmacologie dirigée par le Pr JC 
Chen (Chang-Gung University, Tao-Yuan, Taiwan R.O.C 333). 
 
 
 RESULTATS  
ET  
DISCUSSION 
 
 
 PARTIE I : 
REGULATION DE L’ACTIVITE OPIOÏDE PAR 
LES RECEPTEURS DU NEUROPEPTIDE FF, 
APPROCHE CELLULAIRE 
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I-  CREATION D’UN MODELE CELLULAIRE DE L’ACTIVITE ANTI-OPIOÏDE 
DU RECEPTEUR hNPFF
1 
 
A- Introduction 
 
De nombreuses études réalisées chez le rongeur mettent en évidence une interaction 
fonctionnelle entre les systèmes opioïdes et NPFF in vivo résultant en des effets pro- ou anti-
opioïdes (Mollereau et al., 2005a). Certains travaux montrent une interaction locale entre les 
deux systèmes dans des régions discrètes du SNC tels que le Dorsal Raphé, le Noyau 
parafasciculaire ou les cornes dorsales de la moelle épinière ; régions où les récepteurs NPFF 
sont exprimés (Dupouy and Zajac, 1997; Mauborgne et al., 2001; Gouardères et al., 2004). 
Ces travaux indiquent qu’un effet modulateur des activités opioïdes ne nécessite pas la 
participation de circuits neuronaux et qu’une interaction entre les récepteurs NPFF et opioïdes 
peut rendre compte de tels effets. 
 
Le Noyau Parabrachial présente des récepteurs NPFF et opioïdes. Ces neurones sont 
soumis à des potentiels post-synaptiques excitateurs de type glutamatergiques. L’application 
de NPFF réduit de manière dose-dépendante le nombre de ces potentiels, sans modifier leur 
amplitude ni le potentiel de repos des neurones. Cette inhibition est abolie suite à l’addition de 
naloxone ou de TIPP (antagoniste des récepteurs DOP) mais pas de CTOP (antagoniste des 
récepteurs MOP). De plus, l’effet du NPFF est comparable à celui de la Deltorphine (agoniste 
des récepteurs DOP). Dans le noyau parabrachial, le NPFF exerce donc des effets pro-
opioïdes via une interaction fonctionnelle avec les récepteurs DOP présynaptiques (Chen et 
al., 2000b). 
 
Dans l’hippocampe, les neurones pyramidaux CA1 sont soumis à un tonus inhibiteur par 
des interneurones GABAergiques. Les opioïdes tels que la morphine inhibent ces 
interneurones réduisant ainsi les potentiels postsynaptiques inhibiteurs qui s’exercent sur les 
neurones pyramidaux, il en résulte une augmentation des potentiels d’action au niveau des 
neurones pyramidaux. Le NPFF ne module pas l’activité de ces neurones mais inhibe les 
effets de la morphine de manière dose-dépendante (Miller and Lupica, 1997). Le NPFF exerce 
donc des effets anti-opioïdes sur les récepteurs MOP situés sur les interneurones 
GABAergiques de l’hippocampe. 
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Ces effets anti-opioïdes sont retrouvés au niveau périphérique. La morphine inhibe la 
motilité du tractus gastro-intestinal aussi bien chez l’homme que dans des modèles animaux. 
Cet effet est dû à l’inhibition de la libération d’acétylcholine par les neurones entériques 
cholinergiques (Cox and Weinstock, 1966). Le NPFF réverse l’inhibition par la morphine des 
contractions induites par une stimulation électrique de l’iléon de cobaye (Demichel et al., 
1993). Cet effet s’explique par un effet anti-opioïde cellulaire du NPFF. En effet, des études 
menées sur préparations de muscle longitudinal d’iléon en présence de plexus myentérique 
(LMMP) ont mis en évidence la capacité du 1DMe à augmenter la libération d’acétylcholine 
spontanée et induite électriquement. Ces effets sont similaires à ceux de la naloxone ; la co-
admnistration de Naloxone et de 1DMe n’est pas additive suggérant une seule et même voie 
d’action. Les effets du 1DMe ne sont pas retrouvés en absence d’atropine, antagoniste des 
autorécepteurs muscariniques inhibiteurs de la libération d’acétylcholine au niveau 
présynaptique, suggérant que le 1DMe n’induit pas une augmentation de la libération 
d’acétylcholine via une inhibition des autorécepteurs muscariniques. Le NPFF présente donc 
des activités anti-opioïdes sur le tonus opioïde endogène au niveau du plexus myentérique 
(Takeuchi et al., 2001). De plus, comme la naloxone, le 1DMe inhibe la diminution par la 
morphine de la libération d’acétylcholine stimulée électriquement mais n’a aucun effet sur 
l’inhibition par la noradrénaline, agoniste des récepteurs α2-adrénergiques, de la libération 
d’acétylcholine stimulée électriquement (Takeuchi et al., 2001). Au niveau du plexus 
myentérique de cobaye, le NPFF présente donc des activités anti-opioïdes cellulaires 
spécifiques sur la libération d’acétylcholine expliquant  ses effets anti-opioïdes sur l’inhibition 
de la contractilité de l’iléon de cobaye (Demichel et al., 1993). 
 
Les effets cellulaires du NPFF vis-à-vis des opioïdes ont été étudiés dans des régions du 
SNC impliquées dans la nociception et l’analgésie. Sur neurones isolés de ganglions de racine 
dorsale de jeune rat, les opioïdes, tel que le DAMGO (agoniste des récepteurs MOP) inhibent 
les conductances calciques via l’inhibition de l’ouverture des canaux calciques voltage-
dépendants de type N (cf partie RCPG, modulation des canaux calciques), cet effet prenant 
une part importante dans l’analgésie induite par les opioïdes. Aussi, bien que le NPFF n’ait 
aucun effet sur les canaux, un prétraitement des neurones pendant 25 minutes avec du 1DMe 
réduit l’effet du DAMGO de l’ordre de 65 % (Rebeyrolles et al., 1996). Cet effet est retrouvé 
sur neurones isolés du noyau du dorsal raphé de rat où le NPFF antagonise l’inhibition des 
canaux calciques de type N par la nociceptine, agoniste des récepteurs NOP (Figure 21, 
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Figure 21 : Inhibition par le NPFF de la modulation des canaux calciques voltage-dépendant 
de type N par la nociceptine dans les neurones dissociés du Noyau périventriculaire de 
l’hypothalamus (récepteurs NPFF1) ou du noyau du dorsal raphé (récepteurs NPFF2). Via 
l’activation du récepteur NOP, la nociceptine permet l’activation d’une protéine G et la 
liaison des sous-unités Gβγ au canal calcique ouvert suite à une dépolarisation membranaire. 
La liaison de Gβγ au canal diminue son ouverture et donc l’entrée de calcium à l’intérieur de 
la cellule. Le prétraitement des cellules par des agonistes spécifiques des récepteurs NPFF1 ou 
NPFF2 diminue les effets de la nociceptine, bien que le NPFF n’ait aucun effet sur les 
conductances calciques, rétablissant ainsi une entrée de calcium plus importante dans la 
cellule en présence de nociceptine. D’après (Roumy and Zajac, 1999) et (Roumy et al., 2003). 
α
Ca2+
β γ
αβγ
NPFF1/2 NOP
Canal Ca2+
voltage-dépendant 
de type N
(Roumy and Zajac, 1999)). Ces effets observés sur ganglion de racine dorsale ou noyau du 
dorsal raphé chez le rat résulteraient de l’activation des récepteurs NPFF2, le récepteur NPFF1 
n’ayant pas été mis en évidence dans ces régions (Gouardères et al., 2002). La conséquence 
de ce blocage fonctionnel est une inhibition de l’analgésie induite par la morphine quand le 
NPFF est co-injecté au niveau du noyau du Dorsal Raphé (Dupouy and Zajac, 1995). 
 De même, les effets inhibiteurs du NPFF sont spécifiques des opioïdes puisque le 
prétraitement des neurones du Dorsal Raphé par le 1DMe ne module pas l’inhibition des 
conductances calciques de type N par l’activation des récepteurs 5HT1A par la sérotonine 
(Roumy and Zajac, 1999). Enfin, sur neurones dissociés du noyau périventriculaire de 
l’hypothalamus, qui n’expriment que les récepteurs NPFF1, le NPVF n’a aucun effet par lui-
même sur les conductances calciques de type N mais diminue l’inhibition des canaux 
calciques de type N induite par la nociceptine (figure 21, (Roumy et al., 2003)). 
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Dans le but d’identifier les mécanismes responsables de l’activité anti-opioïde du 
NPFF, nous avons créé des modèles cellulaires d’expression des récepteurs NPFF1 
(Kersante et al., 2006) et NPFF2 (Mollereau et al., 2005b) plus adaptés aux études 
biochimiques que les neurones isolés et reflétant cette activité anti-opioïde. 
 
Afin d’approcher au maximum les caractéristiques neuronales, le choix du système 
d’expression s’est porté sur une lignée d’origine neuronale humaine, les neuroblastomes SH-
SY5Y (ATCC CRL-2266). Cette lignée est un sous-clone de troisième génération des cellules 
SK-N-SH, lignée elle-même établie en 1970 à partir d’une métastase de neuroblastome 
prélevée au niveau de la moelle osseuse (Biedler et al., 1978). Ces cellules possèdent des 
caractéristiques neuronales puisqu’elles expriment des enzymes responsables de la synthèse 
de neurotransmetteurs telles que la dopamine-β-hydroxylase (qui convertit la dopamine en 
noradrénaline), des canaux calciques voltage-dépendants de type N ouverts par une 
dépolarisation membranaire (Seward and Henderson, 1990) (Reuveny and Narahashi, 1993). 
Enfin, elles expriment naturellement les récepteurs opioïdes de type MOP, DOP et NOP 
(Kazmi and Mishra, 1986; Connor et al., 1996). L’activation des récepteurs MOP, DOP ou 
NOP dans les cellules SH-SY5Y réduit l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants 
de type N (Seward et al., 1991; Connor et al., 1996; Toselli et al., 1997). Cette lignée 
représente un modèle de choix dans l’étude de la modulation par les récepteurs NPFF de 
l’inhibition des conductances calciques de type N par les opioïdes.  
Ces cellules, n’exprimant pas les récepteurs NPFF, ont été transfectées de manière stable 
avec les récepteurs humains NPFF1 (Kersante et al., 2006) ou NPFF2 (Mollereau et al., 2005b) 
dans des proportions physiologiques (rapport 1 :1) par rapport aux récepteurs opioïdes. 
Au cours de ma thèse, j’ai établi et caractérisé la lignée SH-SY5Y transfectée avec le 
récepteur NPFF1 (clone SH1-C7). Les résultats sont exposés dans le papier suivant. Dans cette 
lignée, le NPVF (agoniste sélectif des récepteurs NPFF1) exerce une activité anti-opioïde sur 
l’inhibition des conductances calciques de type N par le DAMGO (agoniste des récepteurs 
MOP) mais aussi sur une autre voie de signalisation induite par l’activation des récepteurs 
DOP (réactivation de la Phospholipase Cβ).  
Ce modèle est donc approprié pour étudier les interactions entre les récepteurs NPFF et 
opioïdes. 
Anti-opioid activities of NPFF1 receptors in a SH-SY5Y model
Flavie Kersante´, Catherine Mollereau *, Jean-Marie Zajac, Michel Roumy
Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale, CNRS, UMR 5089, 205 route de Narbonne, 31077 Toulouse cedex 04, France
1. Introduction
Neuropeptide FF (NPFF, FLFQPQRFamide) is a mammalian
amidated neuropeptide originally isolated from bovine brain
[39]. Two precursors (pro-NPFFA and pro-NPFFB) containing
NPFF-related peptides with the PQRFamide C-terminal
sequence have been cloned in mammals [18,26,36]. The
pharmacological effects of NPFF analogs result from their
interactions with two G-protein coupled receptors recently
identified: NPFF1 and NPFF2 [4,10,18]. Stimulation of both
receptors expressed in Chinese hamster ovary (CHO) cells
inhibits adenylyl cyclase activity, suggesting a Gi/o protein
coupling [22]. Furthermore, peptides derived from pro-NPFFA
precursor display a higher affinity for NPFF2 receptor and
peptides derived from pro-NPFFB bind preferentially to NPFF1
receptors [14,22].
Pharmacological experiments performed in rodents sug-
gest that NPFF plays an important role in pain modulation
through the regulation of the opioid system (for review see
[30]). NPFF exhibits both anti- and pro-opioid actions in animal
models of pain. The intracerebral administration of the NPFF
analog, 1DMe, reverses morphine-induced analgesia in rats
[9]. In contrast, intrathecal administration of 1DMe induces a
long-lasting, naloxone-sensitive, analgesia and potentiates
morphine-induced analgesia in rats [15], by enhancing Met-
enkephalin release from the spinal cord [3]. Also NPFF seems
involved in morphine tolerance and dependence since an
antisense oligonucleotide directed against SQA-NPFF, a pep-
tide derived from the pro-NPFFA precursor, decreases these
phenomenon in mice [12].
At the cellular level, although NPFF analogs do not
modulate [Ca2+]i (intracellular calcium concentration) and
do not bind to opioid receptors [16], they attenuate the
inhibitory effect of nociceptin on the [Ca2+]i transients
triggered by depolarization in rat periventricular hypothala-
mic neurons and dorsal raphe neurons that express NPFF1 and
NPFF2 receptors, respectively [28,31]. These cellular activities
appear to be opioid receptor specific since, in the same dorsal
raphe neurons, 1DMe does not reduce the serotonin-induced
inhibition of the [Ca2+]i transient. This suggests that NPFF
receptor activation affects opioid signaling rather than the
voltage-gated Ca2+ channel [31]. Furthermore, NPFF has been
shown to attenuate the effects of morphine on electrical
responses in rat hippocampus slices [21]. TheNPFF analog also
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In order to elucidate the mechanisms of the neuronal anti-opioid activity of Neuropeptide
FF, we have transfected the SH-SY5Y neuroblastoma cell line, which expresses m- and d-
opioid receptors, with the human NPFF1 receptor. The SH1-C7 clone expresses high affinity
NPFF1 receptors in the same range order of density as opioid receptors. Similarly to the
opioids, acute stimulation with the NPFF1 agonist NPVF inhibits adenylyl cyclase activity
and voltage-gated (N-type) Ca2+ currents and enhances the intracellular Ca2+ release
triggered by muscarinic receptors activation. In contrast, preincubation of cells with NPVF
decreases the response to opioids on both calcium signaling, thus reproducing the cellular
anti-opioid activity described in neurons. SH1-C7 cells are therefore a suitable model to
investigate the interactions between NPFF and opioid receptors.
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counteracts the inhibitory effect of opioids on spontaneous
and electrically evoked acetylcholine release from myenteric
plexus of guinea pig ileum [34]. All these data suggest that
NPFF exerts an anti-opioid activity at the cellular level (for
review see [24]) by a molecular mechanism that still remains
to be determined.
In order to investigate the mechanisms underlying NPFF
anti-opioid activity, we have constructed cellular models by
stably transfecting human NPFF1 (this study) and NPFF2 [23]
receptors in the human neuroblastoma derived cell line SH-
SY5Y. These cells were chosen because they naturally express
opioid (m- and d-) and nociceptin receptors that inhibit voltage-
gated (N-type) Ca2+ channels [6,33,35], this effect being
mediated by a direct interaction between Gbg subunits and
the a1 subunit of the channel in neurons [7]. In addition,
activation of these receptors in SH-SY5Y cells enhances the
release of Ca2+ from the intracellular stores triggered by
muscarinic receptor activation [6,40]. A physical interaction
between the Gbg subunits released by opioid receptor
activation and the phospholipase C activated by Gq coupled
receptors could explain this sensitization [37].
This study presents the characterization of the NPFF1
transfected SH-SY5Y (SH1-C7) cell line. Application ofm- and d-
receptor agonists on SH1-C7 leads to voltage-gated (N-type)
Ca2+ channel inhibition and phospholipase C reactivation.
NPFF1 receptors exert, as observed in neurons [28], an anti-
opioid activity on calcium transients and also reduce the
interaction between opioid and muscarinic receptors, reveal-
ing a novel anti-opioid effect. These results suggest an
inhibitory cross-talk between NPFF and opioid receptors.
Thus, the SH1-C7 cell line might be a useful model for the
investigation of the mechanisms which underly NPFF anti-
opioid function.
2. Materials and methods
2.1. Materials
NPVF (VPNLPQRFamide) and deltorphin-I (Tyr-D-Ala-Phe-Asp-
Val-Val-Gly-NH2) were synthesizedwith an automated peptide
synthesizer (Applied Biosystems model 433A). The integrity of
peptides was confirmed by mass spectrometry analysis.
DAMGO ([D-Ala2, (NMe)Phe4, Gly5-ol]-Enkephalin) was pur-
chased from Bachem (France), pertussis toxin (PTX) and
carbamylcholine chloride (carbachol) from Sigma (France).
[3H]adenine (26 Ci/mmol) was purchased from Amersham
Pharmacia Biotech (France). [125I]YVP ([125I]YVPNLPQRFamide)
was iodinated by electrophilic substitution, as previously
described [14]. Fluo-4AMwaspurchased fromMolecular Probes
(The Netherlands).
2.2. Cell culture
Humanneuroblastoma SH-SY5Y cells were kindly provided by
F. Noble (Universite´ Rene´ Descartes, Paris). Cellswere grown in
Dubelcco’s modified Eagle’s medium (4.5 g/l glucose, Gluta-
MAXI) containing 10% foetal calf serum and 50 mg/ml
gentamicin (Invitrogen, France), in a humidified atmosphere
containing 5% CO2. SH-SY5Y cells were transfected with the
human NPFF1 receptor subcloned into the bicistronic vector
pEFIN3 [22], by using fugene 6 according to the manufacturer
instructions (Roche Molecular Biochemicals). Recombinant
cells were selected by addition of 400 mg/ml G418 (Invitrogen,
France) to the culture medium. The SH1-C7 clone, obtained by
limit dilution, was chosen for all experiments. Wild type and
transfected cells were used undifferentiated.
2.3. Binding on cell membrane
Membrane preparation was obtained as previously described
[22]. Binding of [125I]YVP ([125I]YVPNLPQRFamide), a high
affinity NPFF1 receptor agonist [14], was performed in
polypropylene tubes in a final volume of 0.5 ml containing
17–25 mg protein, 50 mM Tris–HCl, pH 7.4, 60 mM NaCl, 25 mM
bestatin (Sigma, France), 0.1% bovine serum albumin (BSA)
and the radioligand at the desired concentration. The non-
specific bindingwas determined in the presence of 1 mMNPVF.
After a 60 min incubation at 25 8C, samples were rapidly
filtered on Whatman GF/B filters preincubated in 0.3% poly-
ethylenimine. The filters were rinsed three times with 4 ml of
ice cold 10 mM Tris–HCl, pH 7.4, containing 0.1% BSA. The
bound radioactivity was measured with a g counter (Packard).
2.4. Measurement of cAMP
Cells (2  105) were seeded onto 24-well plates and incubated
for 24 h. The culture medium was then replaced by 0.3 ml of
fresh one containing 0.1 mM adenine and 1 mCi [3H]adenine.
After a 60 min incubation at 37 8C under a 5% CO2 in air
atmosphere, the cells were rinsed twice with 0.5 ml of HEPES-
buffered Krebs-Ringer saline (KRH) (124 mM NaCl, 5 mM KCl,
1.25 mM MgSO4, 1.5 mM CaCl2, 1.25 mM KH2PO4, 25 mM
HEPES, 8 mM glucose, 0.5 mg/ml BSA; pH 7.4). Prewarmed
KRH (0.2 ml) was added to each well and the reaction was
initiated by addition of 0.1 ml KRH containing 15 mM forskolin
(Sigma, France), 0.3 mM IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine,
Sigma, France), 0.3 mM Ro-20 1724 (4-(3-butoxy-4methoxy-
phenyl)methyl-2-imidazolidone; Fisher, France) and the ago-
nist to be tested. After 10 min at 37 8C the reactionwas stopped
by addition of 0.03 ml HCl (2.2 N). The [3H]cAMP content of
each well was isolated by chromatography on acid alumina
(Sigma, France) columns [1].
2.5. Measurement of intracellular calcium concentrations
([Ca2+]i)
SH1-C7 or SH-SY5Y cells were seeded at 3–4  105 cells in
35 mm Petri dishes and cultured for 48 or 72 h. On the day of
the experiment, the culture medium was replaced with 1 ml
HEPES-buffered medium (150 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 2 mM
CaCl2; 1 mMMgCl2; 10 mMglucose; 10 mMHEPES; pH adjusted
to 7.30) and the cells incubated for 10 min. The medium was
changed to 0.7 ml HEPES buffer containing 3.5 mM Fluo-4 and
0.1% Pluronic acid F127 (Sigma, France) and the cells were
incubated for 30 min in the dark at 37 8C. The medium was
then replaced with 1 ml HEPES medium containing 0.1% BSA
(Euromedex, France) and the cells further incubated for 25 min
at room temperature in the dark to allow for complete Fluo-4
de-esterification. All subsequent perfusing media contained
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0.1% BSA. The cells were gravity perfused at a rate of 1.8 ml/
min with HEPES medium containing 0.1% BSA.
The variations of [Ca2+]i in SH1-C7 or SH-SY5Y cells were
measured by calcium imaging with Fluo-4 as previously
described [23]. Cells were viewed with a 40/0.65 objective,
illuminatedat488 nm(10 nmbandwidth interferencefilter) and
imaged with a cooled CCD camera (MicroMax 782 Y, Princeton
Instruments, France) driven by MetaView software (Universal
Imaging Corporation, USA). The fluorescence intensity was
expressed as F/F0, where F and F0 are the fluorescence intensity
at any time and the mean resting fluorescence intensity
preceding the first stimulation, respectively. In many cells,
there was a slow linear decrease of F0 as a function of time, and
not as a functionofprevious illumination, that likely represents
Fluo-4 leakage fromthecells.Thiswascorrected forbyusing the
parameters of the linear regression of F0 against time.
2.6. Modulation of N-type Ca2+ channels
To study the modulation of elevation of intracellular calcium
following activation of N-type Ca2+ channels, the L-type Ca2+
channels were blocked by adding 3 mM nifedipine in all the
perfusing media. For each experiment, Petri dishes seeded at
the same cell density and cultured for the same duration were
used. Following incubation with Fluo-4, cells were returned to
HEPES-BSA containing buffered medium. The cells were
depolarized during 5 or 10 s with medium containing
140 mM KCl (NaCl reduced to 12.5 mM) and the response
was recorded. The response to the same depolarization was
again recorded 5 min later, at the end of a 30 s perfusion of
DAMGO (0.1–1000 nM) or NPVF (0.1–1000 nM), an electrically
operated valve effecting a rapid change of solution that was
complete within 8 s. Five minutes later a third response to the
same depolarization without agonist was measured to test for
recovery of the calcium transient. Only the cells that recovered
were included in the present results.
To study a possible anti-opioid effect of NPVF on the
inhibition of Ca2+ transients induced byDAMGO, the cellswere
returned, following incubation with Fluo-4, to either HEPES
buffer or HEPES buffer plus 0.1–1000 nM NPVF for 25 min and
all the perfusing media contained NPVF at the tested
concentration. The response to DAMGO (0.1–1000 nM, 30 s)
was measured in control and NPVF-treated cells. An identical
experiment was performed in which the roles of DAMGO and
NPVF were reversed.
For each Petri dish the responses were recorded in two
distinct microscope fields. Each experiment was performed on
at least two different cultures. The percentage of reduction of
the depolarization-induced [Ca2+]i transient by the agonist was
calculated as: 100  [D(F/F0)agonist  D(F/F0)C]/D(F/F0)C, in which
D(F/F0)C = ((F/F0)max  1)C and D(F/F0)agonist = ((F/F0)max  1)agonist
are the magnitude of the fluorescence increase during
depolarization in the control test and after 30 s perfusion with
the agonist, respectively.
2.7. Interaction between muscarinic receptors and opioid
and/or NPFF1 receptors
For each experiment, Petri dishes seeded at the same cell
density and cultured for the same duration were used.
Following incubation with Fluo-4, cells were returned to
HEPES-BSA containing buffered medium. Unless otherwise
indicated, the cells were perfused with 1 mM deltorphin-I for
40 s or 1 mMNPVF for 40 s, in the continuing presence of 0.5 mM
carbachol. To study a possible anti-opioid effect of NPVF on
the response to deltorphin-I in the presence of carbachol, the
cells were returned, following incubationwith Fluo-4, to either
HEPES buffer or HEPES buffer plus 0.1–1000 nM NPVF for
25 min and all the perfusing media contained NPVF at the
tested concentration. The response to deltorphin-I (0.1–
1000 nM, 40 s) in the presence of 0.5 mM carbachol was
measured in control and NPVF-treated cells. An identical
experiment was performed in which cells were pretreated
with deltorphin-I instead of NPVF, and tested for 40 s NPVF.
As all cells in a field were stimulated by carbachol, the
responses were represented by themean  S.E.M of F/F0 for all
the cells, measured every second. However, D(F/F0) was
calculated in the presence of deltorphin-I or NPVF for each
cells.
2.8. Data analysis
Binding experiments and dose–response relationships were
analysedwith Prism software (GraphPad Software, USA) using
the appropriate functions. Statistical comparisons of more
than two samples were done with one-way ANOVA followed
by post hoc tests. Comparisons of two sampleswere donewith
the appropriate t-test or Mann–Whitney when distribution of
the values was non-Gaussian.
3. Results
3.1. Characterization of hNPFF1-transfected SH-SY5Y cells
(SH1-C7 clone)
The binding properties of hNPFF1 receptors were measured in
SH1-C7 membrane preparation with the selective radioligand
[125I]YVP [14] (Fig. 1A). [125I]YVP labeled one class (Bmax = 77 
10 fmoles/mg, n = 4) of high affinity sites (KD = 0.42  0.03 nM,
n = 4). In SH1-C7 cells, NPFF1 receptors were expressed in the
same range order of density than m- and d-opioid receptors
present in SH-SY5Y cells [19,23,25].
In SH1-C7 cells, NPVF inhibited 85% of the forskolin-
induced cAMP production, with an EC50 of 7  2 nM (n = 3)
comparable to that observed in CHO transfected cells [22]
(Fig. 1B).
3.2. Modulation of N-type Ca2+ channels by opioids in SH1-
C7 cells
The increase of [Ca2+]i in SH1-C7 cells during a 5–10 s
depolarization with 140 mM KCl was measured by using the
Fluo-4 probe, in the presence of nifedipine to block the L-type
Ca2+ channels (Fig. 2). When the depolarization was repeated
after a 30 s DAMGO (1 mM), the magnitude of the [Ca2+]i
transient (D(F/F0)) was reduced as compared to the control
(Fig. 2). This effect was reversible since a subsequent
depolarization in the absence of agonist gave rise to a
[Ca2+]i transient similar to the control (Fig. 2). The reduction
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of the D(F/F0) transients by DAMGO was dose-dependent with
an EC50 of 2.74 nM and a maximal inhibition of 41  2%
(Fig. 5A). After a pretreatment of cells with pertussis toxin
(100 ng/ml for 18 h in the culture medium), the response to
DAMGO was abolished, indicating the involvement of a Gi/o
protein (Fig. 3).
3.3. Modulation of N-type Ca2+ channels by NPVF in
SH1-C7 cells
As for the opioid agonist DAMGO, a short application of NPVF
(1 mM, 30 s) reduced the [Ca2+]i transient triggered by depolar-
ization (Fig. 2). This inhibition was reversible since D(F/F0)
returned to control value following another depolarization in
the absence of agonist. No response to NPVF was observed in
SH-SY5Y cells which do not express NPFF1 receptor: D(F/F0)
was reduced by 2.5  3.3%, n = 28 in SH-SY5Y cells versus
33.1  1.5%, n = 56 in SH1-C7 cells (Fig. 3). As shown in Fig. 4A,
the effect of NPVFwas dose-dependent (EC50 = 10.4 nM),with a
maximal inhibition of 38.4  3.4% and it was reduced after
treatment with pertussis toxin (100 ng/ml, for 18 h) indicating
the involvement of Gi/o protein (Fig. 3).
When the SH1-C7 cells were incubated for different periods
of time with 1 mM NPVF before testing for depolarization, a
time-dependent decrease of the NPVF inhibition on [Ca2+]i
transient was observed (Fig. 4B). After a 25 min pretreatment,
D(F/F0) was reduced by 3.4  3.2% (n = 226) compared to
39.4  1.6% (n = 80) in cells incubated for 0.5 min with NPVF,
suggesting that desensitization of the NPVF response occurred
(Fig. 4B).
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Fig. 1 – Pharmacological characterization of hNPFF1-transfected SH-SY5Y cells (SH1-C7 clone). (A) Illustration of a saturation
binding assay performed on membranes of SH1-C7 cells expressing hNPFF1 receptors using [
125I]YVP as a radioligand. (B)
Inhibition of the forskolin-induced cAMP production by the specific NPFF1 agonist NPVF. Intracellular cAMP content was
stimulated for 10 min at 37 8C by 5 mM forskolin (control) in the presence of increasing amount of NPVF. Each point
represents meanW S.E.M of data from three experiments performed in triplicate.
Fig. 2 – The specific m-opioid agonist DAMGO and the
specific NPFF1 agonist NPVF reduced the calcium
transients induced by depolarization in SH1-C7 cells.
Calcium transients recorded in one cell during 10 s
depolarizations by 140mM KCl (vertical lines) in the
absence (no horizontal line) and the presence of DAMGO
(30 s, 1 mM, thick horizontal line) or NPVF (30 s, 1 mM, thin
horizontal line).
Fig. 3 – Responses to NPVF were observed only in cells
expressing NPFF1 receptors and were reversed by
pertussis toxin. Mean (WS.E.M) reduction (%) of calcium
transients induced by DAMGO (100 nM, white bars) or
NPVF (1 mM, grey bars) in SH-SY5Y or SH1-C7 cells in the
absence (S), or the presence (+) of pertussis toxin (100 ng/
ml) treatment. Number of cells are indicated in the bars.
(*)Significantly different between DAMGO and NPVF in SH-
SY5Y cells. (*)Significantly different between pertussis
toxin treated or not in SH1-C7 cells. (p < 0.05, Mann–
Whitney test).
3.4. Effects of NPFF1 receptor activation on the modulation
of N-type Ca2+ channels by opioids in SH1-C7 cells
As observed in the previous experiment, in SH1-C7 cells
preincubated 25 minwith 1 mMNPVF, no change in the resting
[Ca2+]i or in the magnitude of the response to depolarization
were observed: D(F/F0) = 3.59  0.12 (n = 226) versus 3.71  0.12
(n = 325) in control (p > 0.05, Mann–Whitney test). However,
the reduction of D(F/F0) by 1 mM DAMGO was smaller in cells
preincubated with 1 mM NPVF (35  2.1%, n = 42) than in
control cells (46.2  2.5%, n = 40) (Fig. 6), indicating that
exposure to NPVF diminished the response to DAMGO. As
shown in the Fig. 5A, pretreatment with NPVF (1 mM) did not
change the EC50 of DAMGO (4.79 nM versus 2.74 nM in control)
but significantly reduced itsmaximal effect by 25.3% (maximal
DAMGO-induced inhibition = 41.1  2.2% in control cells ver-
sus 30.7  2.9% in pretreated cells), indicating that the
inhibition was not competitive. NPVF reduced the inhibitory
effect of DAMGO (100 nM) on D(F/F0) in a dose-dependent
manner with an EC50 equal to 0.55 nM and a maximal
inhibition equal to 36% (Fig. 5B). When NPVF was removed
after 30 min pretreatment of the cells, the response to DAMGO
was still inhibited 30 min but not 60 min later (data not
shown), indicating that the anti-opioid activity of NPVF
remains at least for 30 min after withdrawal of the peptide.
Conversely, if cells were preincubated with DAMGO (1 mM
for 25 min), the response to DAMGO was abolished: the
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Fig. 4 – The specific NPFF1 receptor agonist, NPVF, reduced
the calcium transients induced by depolarization in SH1-
C7 cells in a dose-dependent manner. (A) Dose–response
curve of the reduction of the depolarization-induced
calcium transients by NPVF (&, meanW S.E.M). From 10S9
to 10S6 M the number of cells are 30, 34, 22, 56, 56,
respectively. (B) Kinetic of disappearance of the effect of
NPVF on calcium transients induced by depolarization in
SH1-C7 cells. From 0.5 to 25 min the number of cells are 80,
34, 23, 52, 44 and 226, respectively. Bars represent
meanW S.E.M of % reduction of D(F/F0) induced by 1 mM
NPVF. (*) and (***) indicate significant difference compared
to NPVF 0.5 min (p < 0.05 and p < 0.001, respectively,
Kruskall–Wallis test followed by Dunn’s multiple
comparison test).
Fig. 5 – NPVF reduced the DAMGO-induced inhibition of the
Ca2+ transients triggered by depolarization in a dose-
dependent manner. (A) Pretreatment for 25 min with the
NPFF1 agonist, NPVF, reduced the inhibitory effect of
DAMGO on N-type calcium channels. Dose–response curve
of the reduction (%) of the depolarization-induced calcium
transients by DAMGO in control ((&), mean W S.E.M) and
NPVF (1 mM)-treated ((&), meanW S.E.M) SH1-C7 cells.
From 10S10 to 10S6 M the number of cells are 38, 54, 33,
171, 40 in control and 20, 60, 51, 39, 42 in NPVF pretreated
SH1-C7 cells, respectively. (B) Dose–response curve of the
effect of a 25 min preincubation with NPVF (10S10 to
10S6 M) on the relative reduction of the depolarization-
induced calcium transients by DAMGO ((*),
mean W S.E.M). The mean reduction of D(F/F0) by 100 nM
DAMGO (n = 171, (*), meanW S.E.M) was taken as 100%.
From 10S10 to 10S6 M the number of pretreated cells are 51,
32, 33, 57 and 39.
magnitude of [Ca2+]i transients (D(F/F0)) was similar in control
(3.01  0.17, n = 56) and pretreated cells (3.55  0.22, n = 59).
However, the inhibitory effect of NPVF was maintained. As
illustrated in Fig. 6, a short application of the peptide (1 mM,
30 s) reduced [Ca2+]i transients by 33.1  1.5% (n = 56) in control
cells, compared to 31  2% in DAMGO pretreated cells (n = 59),
indicating that a cross-desensitization between opioid and
NPFF signaling did not occur, but rather that NPVF exerts a
functional antagonism on opioid receptors.
3.5. Interactions of d-opioid and NPFF1 receptors with
muscarinic receptors signaling
In SH-SY5Y cells, opioid receptors stimulate Ca2+ release from
the intracellular stores only if muscarinic receptors are
concomitantly activated by carbachol [40]. In SH-SY5Y and
SH1-C7 cells, perfusion with 0.5 mM carbachol produced an
immediate increase of F/F0 that decayed towards a new steady
state (Fig. 7A–D) and that was not abolished in the absence of
extracellular Ca2+ in the perfusing media (data not shown),
confirming an intracellular release of Ca2+.
In the presence of 0.5 mM carbachol, deltorphin-I (1 mM,
40 s) increased F/F0 in SH-SY5Yand SH1-C7 cells (Fig. 7A and B).
NPVF (1 mM, 40 s) also induced this effect, but only in SH1-C7
cells (Fig. 7A and B). The responses to NPVF and deltorphin-I
were dose-dependent (EC50 = 14.6 and 4.9 nM, respectively)
(Fig. 8A and B).Mobilization of intracellular Ca2+ by deltorphin-
I or NPVF in the presence of carbachol was totally abolished
after treatment (18 h) with pertussis toxin (100 ng/ml) (Fig. 7C).
3.6. Effects of NPFF1 receptor activation on the
intracellular Ca2+ mobilization induced by deltorphin-I in the
presence of carbachol
In order to investigate whether NPVF could have an anti-
opioid effect on the response to deltorphin-I, cells were
preincubated with 1 mM NPVF for 25 min before testing
deltorphin-I (0.1 nM to 1 mM, 40 s). As shown in Fig. 7D, after
NPVF pretreatment, no change in the intracellular Ca2+
mobilization induced by carbachol was observed: D(F/
F0) = 3.47  0.13 (n = 59) in control versus 3.67  0.19 (n = 52)
in NPVF treated cells ( p > 0.05, unpaired t-test). However, the
increase of D(F/F0) in response to 100 nM deltorphin-I was
reduced after pretreatment with NPVF (1 mM): D(F/
F0) = 2.5  0.1 (n = 59) in control versus 1.31  0.08 (n = 52) in
treated cells (Fig. 7D). The EC50 value for deltorphin-I was not
altered (4.2 nM versus 4.9 nM in control cells) but its maximal
effect was reduced by 40%, indicating that the inhibition was
not competitive (Fig. 8B). NPVF reduced the effect of
deltorphin-I in a dose-dependent manner with an EC50 equal
to 0.5 nM (Fig. 9A). Pretreatment with NPVF (1 mM) for 5 min
was sufficient to reduce the d-opioid agonist response (data
not shown).
When SH1-C7 were preincubated for 25 min with 1 mM
deltorphin-I, the response to NPVF (1 mM, 40 s) was slightly
reduced (Fig. 9B). However, the inhibitory effect of the opioid
pretreatment was smaller (13.9  2.6%) than that of NPVF
(30  5%).
4. Discussion
In order to investigate themolecular mechanisms responsible
for the anti-opioid activity exerted by NPFF receptors in
neurons, cellular models have been constructed by transfect-
ing the neuroblastoma cell line SH-SY5Y with NPFF receptors.
The NPFF2-transfected cells have been characterized in a
previous study [23] and we present here, the validation of the
NPFF1-transfected cell line (SH1-C7) as a useful tool to explore
interactions betweenNPFF1 and opioid receptor signaling. Our
results show that in SH1-C7 cells, the NPFF1 selective agonist
NPVF is able to antagonize opioid activities on two different
paradigms; (i) the modulation of voltage-gated (N-type) Ca2+
channels, as observed in dissociated neurons [28]; and (ii) the
enhancement of intracellular Ca2+ release stimulated by
muscarinic receptors. This latter effect has not been described
in neurons. It should be noted that, contrary to a recent report
[2], neither a response to NPFF, nor an anti-opioid activity,
were observed in non-tranfected SH-SY5Y cells, indicating
that NPFF effects are mediated by NPFF receptors.
In SH1-C7 cells, DAMGO dose-dependently inhibited
(EC50 = 2.7 nM, maximal effect = 40–45%) the [Ca
2+]i transient
resistant to nifedipine (a blocker of L-type channel) and this
effect was reduced by 30–35%, without change in the EC50,
when the cells were pretreated by 1 mM NPVF, demonstrating
that the NPFF1 agonist exerted an anti-opioid activity that was
not competitive. This effect occurred at low doses of the
peptide, since the EC50 of NPVF to inhibit the response
to 100 nM DAMGO was 0.5 nM. These results are in
good agreement with those obtained in dissociated rat
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Fig. 6 – Effect of a pretreatment by DAMGO or NPVF for
25 min on the modulation of calcium transient by m and
NPFF1 receptors in SH1-C7 cells. White bars represent
meanW S.E.M of % reduction by 1 mM DAMGO with (+) or
without (S) NPVF (1 mM) pretreatment. Grey bars represent
meanW S.E.M of % reduction by 1 mM NPVF with (+) or
without (S) DAMGO (1 mM) pretreatment. Number of cells
are indicated in the bars. (significantly different *p < 0.05,
Mann–Whitney test).
periventricular hypothalamic neurons, that only express
NPFF1 receptors [28]. In these neurons, nociceptin (300 nM)
induced a 48% reduction of the [Ca2+]i transients triggered by
depolarization that was reversed by 60% after a preincubation
with 10 nM NPVF. Similar results were obtained for NPFF2
receptors in neurons from the rat dorsal raphe nucleus [28,31],
or in transfected SH-SY5Y cells [23]. In this latter model,
preincubation with the NPFF analog, 1DMe, halved the
magnitude of the reduction of [Ca2+]i transients induced by
1 mM DAMGO with an EC50 around 4 nM [23]. These data
therefore demonstrate that NPFF receptor transfected SH-
SY5Y cells are valid models in which the neuronal anti-opioid
activity of NPFF agonists on voltage-gated (N-type) Ca2+
channel is reproduced.
However, some differences with neurons exist. NPFF
agonists alone were found to be inactive in neurons from
rat periventricular hypothalamus [28], dorsal raphe nucleus
[28,31] or dorsal root ganglions [27]. In contrast, acute
stimulation (30 s) with NPFF agonists in transfected SH-
SY5Y cells produced a reduction of the [Ca2+]i transients
triggered by depolarization that was comparable to that of the
opioid agonists (EC50 = 10 nM, maximal inhibition = 38% for
NPVF). This effect also was reduced by pertussis toxin,
indicating that in SH-SY5Y cells, NPFF receptors, as opioid
receptors, modulate N-type Ca2+ channels in part through Gi/o
protein coupling. Either this activity could be only artificial and
results from a preferential association of NPFF receptors with
Gi/o proteins in recombinant cells, that is also observed as
adenylyl cyclase inhibition in SH-SY5Y (this study and [23])
and CHO cells [18,22]. Either, such a response to NPFF does not
exist in the neuronal preparations studied, but could be
detected in others. Indeed, a direct effect of the peptide has
been already observed. For example, NPFF produced a
transitory hyperpolarization that was followed by depolariza-
tion onmembrane of culturedmouse spinal cord neurons [17].
In mouse spinal cord ganglions, activation of NPFF receptors
delayed the appearance of [Ca2+]i transients triggered by
depolarization [13,29]. In addition, the contractile effect of
NPFF analogs on porcine gastrointestinal tract [8] and mouse
distal colon [11] results from, respectively, a directmodulation
of voltage-gated (L-type) Ca2+ channel and an inhibition of NO
synthase, that do not involve opioid receptor activation.
However, even if NPFF and opioid agonists modulate SH-
SY5Y Ca2+ channels in the same way, it is interesting to
note that when cells were preincubated with each agonist
for 25 min, their own effects disappeared but only the
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Fig. 7 – Responses to deltorphin-I and NPVF on intracellular Ca2+ mobilization in the presence of carbachol. (A and B) Mean
(black line) F/F0W S.E.M (grey lines) calculated every second for 31 SH-SY5Y cells and 42 SH1-C7 cells, respectively during
40 s application of 1 mM deltorphin-I (thick horizontal line) or 1 mMNPVF (thin horizontal line) in the continuing presence of
0.5 mM carbachol (grey area). (C) Same experiment in 26 SH1-C7 cells pretreated for 18 h with 100 ng/ml pertussis toxin. (D)
Mean of F/F0 calculated every second, for 59 control cells (thick line) and 52 cells preincubated for 25 min with 1 mM NPVF
(thin line), in the continuing presence of 0.5 mM carbachol (grey area) and during application of 100 nM deltorphin-I (thick
horizontal line).
pretreatment with the NPFF analogs reduced the response to
opioids (this study and [23]). This observation rules out the
possibility for a cross-desensitization between both systems
and argues for an anti-opioid mechanism that does not
involve a competition for G protein nor a modification of the
Ca2+ channel. The dual effect (direct inhibition and anti-opioid
activity) of NPFF agonists on voltage-sensitive (N-type) Ca2+
channels appears to be similar to that of other opioid
modulating peptides. Indeed, cholecystokinin and nociceptin
have also been shown to reduce Ca2+ current in rat dorsal root
ganglion neurons by whole-cell patch-clamp recording
[20,38,41,42], but administrated at low dose with m or k
agonists, they reverse the response to the opioids.
We observed a dual effect of NPFF1 (this study) and NPFF2
[23] agonists on another Ca2+ dependent pathway that has
been described for many G protein coupled receptors and
which involves a cross-talk, via the bg subunits from Gi/o,
between the signaling activated by Gq and Gi/o coupled
receptors [37]. As observed for m, d and nociceptin receptors
in SH-SY5Y cells [5,32,40], acute stimulation with NPVF
enhanced the mobilization of intracellular Ca2+ in SH1-C7
cells, only when muscarinic receptors were concomitantly
activated by carbachol. The potency of NPVF (EC50 = 15 nM)
was similar to those determined in cAMP assay or Ca2+
channel monitoring, was comparable to that of the d-agonist
and was sensitive to pertussis toxin. Here again, after a
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Fig. 8 – Effect of NPVF on deltorphin-I-induced mobilization
of intracellular Ca2+ in the presence of carbachol in SH1-C7
cells. (A) Dose–response curve (meanW S.E.M) of the
mobilization of intracellular Ca2+ by NPVF in the
continuing presence of 0.5 mM carbachol. From 10S8 to
10S6 M NPVF the number of SH1-C7 cells are 40, 51, 50, 48,
56 and 51, respectively. (B) The response to deltorphin-I in
the continuing presence of carbachol is reduced in cells
preincubated and perfused with NPVF. Relative increase of
[Ca2+]i in response to deltorphin-I in the continuing
presence of 0.5 mM carbachol in control cells ((&),
meanW S.E.M) or in cells preincubated for 25 min ((&),
meanW S.E.M) with 1 mM NPVF. The mean increase of D(F/
F0) by 1 mM deltorphin-I was taken as 100%. From 10
S9 to
10S6 M, the number of cells are 49, 42, 59, 27 in control and
47, 50, 52, 25 in NPVF treated cells.
Fig. 9 – Effect of pretreatment with NPVF and deltorphin-I
on the mobilization of intracellular Ca2+ stimulated by
each agonist. (A) Dose–response curve of the effect of NPVF
(10S11 to 10S6 M, 25 min preincubation) on the relative
increase of intracellular Ca2+ induced by deltorphin-I
(1 mM) in the continuing presence of carbachol ((&),
meanW S.E.M). The response to deltorphin-I in the
absence of NPVF was taken as 100%. From 10S11 to 10S6 M
the number of pretreated cells are 119, 53, 30, 98, 28 and
25. (B) Interaction between d-opioid and NPFF1 receptors in
the modulation of [Ca2+]i in the continuing presence of
0.5 mM carbachol in SH1-C7 cells. White bars represent
meanW S.E.M of the relative increase in [Ca2+]i induced by
1 mM deltorphin-I with (+) or without (S) NPVF (1 mM)
pretreatment. Grey bars represent the mean (WS.E.M)
relative increase in [Ca2+]i by 1 mM NPVF with (+) or
without (S) deltorphin-I pretreatment (1 mM, 25 min). (*)
and (**) indicate a significant difference with their
respective controls ( p < 0.05 and 0.001, respectively,
Mann–Whitney test).
preincubation with the NPFF1 agonist, the response to
deltorphin-I was reduced by 30% without change in potency,
indicating a non-competitive anti-opioid activity.
In conclusion,wehave validatedNPFF receptor-transfected
SH-SY5Y cells asmodels for studying the interactions between
NPFF and opioid receptors responsible for NPFF anti-opioid
activity in neurons. In SH-SY5Y cells, NPFF1 and NPFF2
receptors exhibit similar properties. Although they share with
opioid receptors the same signaling (inhibition of adenylyl
cyclase and voltage sensitive (N-type) Ca2+ channel, enhance-
ment of the Gq-induced intracellular Ca
2+ release) and same G
proteins subunits [23], they also exhibit a functional antagon-
ism towards opioid receptors that occurs at doses lower
(EC50 = 0.5 nM) than those required for the direct effect (10–
15 nM). Such an anti-opioid activity is explained neither by a
modification of opioid binding properties [23] nor a cross-
desensitization of signaling pathways (this study and [23]). bg
subunits could be involved, as the anti-opioid activity of NPFF
agonists aims at two processes dependent upon bg [7,37].
Anothermean forNPFF to antagonize opioid response could be
the formation of non-functional heteromers between NPFF
and opioid receptors or the recruitment of regulatory proteins
(this is currently under investigation). Because of the direct
effect of NPFF at short period of incubation, it is difficult to
determine if the anti-opioid activity takes place simulta-
neously to NPFF receptor activation or involves a secondary
slower mechanism that could imply other intracellular
partners.
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B- Discussion 
 
Les résultats présentés dans ce papier décrivent le clone SH1-C7 comme un bon modèle 
pour l’étude des effets anti-opioïdes cellulaires médiés par l’activation des récepteurs 
hNPFF1. En effet dans les cellules SH1-C7 le NPVF, agoniste spécifique des récepteurs 
NPFF1, antagonise deux voies de signalisation médiées par les opioïdes : i) l’inhibition des 
conductances calciques de type N, comme il a été observé sur neurones dissociés du noyau 
périventriculaire de l’hypothalamus (Roumy et al., 2003) et ii) la réactivation de la voie de la 
phospholipase Cβ. Parallèlement à ce travail, un modèle cellulaire des effets anti-opioïdes du 
récepteur hNPFF2 transfecté dans le neuroblastome SH-SY5Y, le clone SH2-D9, a aussi été 
caractérisé (Mollereau et al., 2005b).  
Dans les cellules SH1-C7 et SH2-D9, les effets anti-opioïdes des récepteurs NPFF1 ou 
NPFF2 sont non-compétitifs puisqu’ils ne modifient pas la puissance du DAMGO et de la 
deltorphine à, respectivement, inhiber les conductances calciques de type N et réactiver la 
voie de la PLCβ (table I) mais réduisent leur efficacité de l’ordre de 30 à 50 %. Ces effets 
sont dépendants de l’activation des récepteurs NPFF puisqu’ils ne sont pas retrouvés dans les 
cellules SH-SY5Y non transfectées (Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006). 
 
 Clone SH1-C7 Clone SH2-D9 
 
EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) 
Modulation des canaux calciques voltage-
dépendants de type N par le DAMGO :     
contrôle 2,74 100 1,7 100 
Prétraitement analogue NPFF (1 µM) 4,79 74,7 3,1 46,4 
Réactivation de la PLCβ par la deltorphine-I :     
contrôle 4,9 100 7,1 100 
Prétraitement analogue NPFF (1 µM) 4,2 60 5,3 60 
Table I : Tableau récapitulatif des effets des anti-opioïdes du NPFF sur l’inhibition des canaux calciques 
voltage-dépendants et la réactivation de la voie de la PLCβ dans les cellules SH-SY5Y transfectées avec les 
récepteurs NPFF1 (clone SH1-C7) ou NPFF2 (clone SH2-D9). Le NPVF est utilisé dans le cas du clone SH1-C7 
et le 1DMe (analogue non dégradable du NPFF) pour le clone SH2-D9. D’après (Kersante et al., 2006) et 
(Mollereau et al., 2005b).  
 
Les effets du NPVF et du 1DMe sur l’inhibition des conductances calciques de type N 
par le DAMGO sont dose-dépendants dans les cellules SH1-C7 et SH2-D9 (EC50 = 0,55 nM et 
4,2 nM respectivement). Notons que la puissance et l’efficacité du 1DMe à diminuer l’effet 
des opioïdes dans les cellules SH2-D9 sont comparables à celles observées sur neurones 
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dissociés du Dorsal Raphé (EC50 = 1,8 nM et Emax = - 68 ± 5 % dans le Dorsal Raphé) 
(Roumy and Zajac, 1999; Mollereau et al., 2005b).  
 
Dans ces deux modèles, l’activation des récepteurs NPFF1 et NPFF2 inhibe l’activité de 
l’adénylyl cyclase. De même le NPVF et le 1DMe (agonistes respectifs des récepteurs NPFF1 
et NPFF2) inhibent les conductances calciques de type N et réactivent la voie de la PLCβ, 
l’ensemble de ces effets étant réversé par le prétraitement des cellules par la toxine 
pertussique suggérant que dans les cellules SH-SY5Y, les récepteurs NPFF1 et NPFF2, tout 
comme les récepteurs DOP et MOP, sont couplés fonctionnellement à des protéines de type 
Gi/o (Mollereau et al., 2005b; Mollereau et al., 2007). Les récepteurs NPFF et opioïdes 
agissent donc sur le même type d’effecteurs dans les cellules SH-SY5Y. Cependant le 
prétraitement par 1 µM de DAMGO ou 1 µM de Deltorphine ne réduit pas les effets du NPFF 
sur les canaux calciques voltage-dépendants de type N et la réactivation de la voie de la PLCβ 
respectivement (Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006).  
 
L’ensemble de ces résultats suggèrent donc i) que les récepteurs opioïdes et NPFF 
n’entrent pas en compétition pour une même cible (i.e canal calcique voltage-dépendant de 
type N ou PLCβ et ii) que les récepteurs NPFF et opioïdes ne sont pas soumis à un processus 
classique de désensibilisation croisée. Le NPFF est donc un antagoniste fonctionnel des 
récepteurs opioïdes.  
 
Ces modèles cellulaires présentent cependant des différences par rapport aux neurones 
dissociés. En effet, sur cellules SH-SY5Y l’activation des récepteurs NPFF induit une 
inhibition des conductances calciques de type N du même ordre que celle des opioïdes alors 
qu’aucun effet propre du 1DMe ou du NPVF n’est recensé sur neurones dissociés du Dorsal 
Raphé (récepteurs NPFF2) ou du noyau Périventriculaire de l’Hypothalamus (récepteurs 
NPFF1) (Roumy and Zajac, 1999; Roumy et al., 2003). De plus, le prétraitement des cellules 
SH2-D9 par le 1DMe diminue aussi la capacité des récepteurs NPY Y2 et α2-adrénergiques à 
inhiber les canaux calciques voltage-dépendants de type N suggérant un effet « anti-RCPG » 
et non pas anti-opioïde (Mollereau et al., 2005b).  
Ces différences pourraient être expliquées par la nature des cellules SH-SY5Y. En effet, 
contrairement aux neurones dissociés de rat, cette lignée est un sous-clone de cellules SK-N-
SH établies à partir d’une métastase de neuroblastome prélevée dans la moelle osseuse 
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humaine (Biedler et al., 1978). Ces cellules sont donc non-différenciées et, de plus, ont la 
capacité de se transdifférencier en cellules de type épithéliale (Ross et al., 1983). Aussi, une 
différence d’organisation et de compartimentalisation membranaire est à envisager entre ces 
cellules et les neurones matures prélevés chez le rat. Cette hypothèse est renforcée par l’étude 
des effets du NPFF sur cellules SH-SY5Y différenciées (Mollereau et al., 2007). Sous l’action 
de la staurosporine (inhibiteur de la PKC), les cellules adoptent un phénotype neuronal mature 
de type adrénergique tel que l’inhibition de la synthèse d’ADN, l’inhibition des divisions 
cellulaires et une augmentation du taux de tyrosine hydroxylase (enzyme responsable de la 
synthèse de noradrénaline) et de noradrénaline ou encore l’apparition de neurites (Jalava et 
al., 1992; Jalava et al., 1993).  
Sur cellules SH2-D9 différenciées, les effets propres du 1DMe sur les canaux calciques 
de type N sont diminués de moitié ; de même, le prétraitement des cellules au 1DMe (100 
nM , 30 minutes) ne modifie plus l’inhibition des conductances calciques induites par le NPY 
mais diminuent de moitié l’effet du DAMGO sur les canaux (Mollereau et al., 2007). Une 
sélectivité envers la signalisation opioïde est donc retrouvée comme sur neurones natifs 
(Roumy and Zajac, 1999).  
 
Cependant un effet propre du NPFF et indépendant des opioïdes n’est pas à exclure et a 
déjà été observé. Par exemple le NPFF produit une hyperpolarisation suivie d’une 
dépolarisation membranaire sur neurones de moelle épinière de souris (Guzman et al., 1989) 
ou retarde l’apparition de courants calciques induits par une dépolarisation sur des ganglions 
de racine dorsale de moelle épinière de souris (Roumy and Zajac, 1996).  
De même une action du NPFF sur d’autres récepteurs que les récepteurs opioïdes est 
envisageable. En effet, des études reportent la capacité du système NPFF à interagir avec 
d’autres systèmes in vivo tels que les voies de signalisation des récepteurs α2-adrénergiques. 
Par exemple le 1DMe potentialise l’analgésie induite par la dexmedetominide, agoniste des 
récepteurs α2-adrénergiques (Gouardères et al., 1994). De plus, la perfusion intrathécale de 
NPFF réduit l’inhibition de l’activité des fibres C provoquée par la  dexmedetominide 
(Sullivan et al., 1991). 
 
En conclusion, les clones SH1-C7 et SH2-D9 reproduisent les effets anti-opioïdes 
cellulaires du NPFF observés sur neurones dissociés et représentent donc des modèles 
pertinents quant à l’étude des mécanismes moléculaires liés à cet effet. 
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II- CARACTERISATION DES EFFETS DU NPFF SUR L’ACTIVATION ET LE 
RECRUTEMENT DES PROTEINES G PAR LES RECEPTEURS OPIOÏDES
 
 
A- Introduction 
 
Nous avons montré sur le modèle SH-SY5Y transfecté avec les récepteurs NPFF1 
(Kersante et al., 2006) et NPFF2 (Mollereau et al., 2005b) que les agonistes NPFF sont 
capables de réduire les effets des opioïdes sur deux voies différentes i) l’inhibition des 
conductances calciques de type N et ii) la réactivation de la voie de la phospholipase Cβ. Cela 
suggère que le mécanisme d’action de cette activité anti-opioïde se situe en amont de ces 
cibles, soit au niveau des protéines G, soit au niveau des récepteurs opioïdes eux-mêmes. 
 
Trois processus classiques ciblant les récepteurs eux-mêmes peuvent expliquer la perte de 
réponse des RCPG à leur agoniste : i) modification des propriétés de liaison du récepteur, ii) 
internalisation du récepteur, iii) désensibilisation du récepteur. 
 
Une des hypothèses possible est de penser que l’activation des récepteurs NPFF modifie 
les propriétés de liaison des récepteurs opioïdes en diminuant leur affinité et / ou le nombre de 
sites de liaison à la surface membranaire (processus de down-regulation) comme cela a déjà 
été montré pour des hétérodimères de RCPG. Par exemple, l’hétérodimérisation entre le 
récepteur orphelin GPR50 et le récepteur à la mélatonine MT1 entraîne une réduction de 50 % 
du nombre de sites de liaisons à la mélatonine sur cellules HEK-293 transfectées avec les 
deux types de récepteurs (Levoye et al., 2006). Cependant un tel scénario n’est pas 
envisageable au niveau des effets anti-opioïdes du système NPFF puisque le prétraitement des 
préparations membranaires de cellules SH2-D9, exprimant le récepteur NPFF2, par du 1DMe 
(analogue non-dégradable du NPFF) ne modifie ni le nombre de sites de liaison ni l’affinité 
du [3H]DAMGO pour le récepteur MOP. De plus, sur cellules SH2-D9 entières, les 
paramètres de liaisons de la [125I]deltorphine pour le récepteur DOP ne sont pas altérés par le 
prétraitement des cellules au 1DMe (Mollereau et al., 2005b). 
Une internalisation des récepteurs MOP induite par le NPFF semble aussi à exclure ; bien 
que les récepteurs MOP soient internalisés suite à l’application de DAMGO pendant 30 
minutes, le traitement des cellules par du 1DMe pendant 30 minutes n’induit aucune 
endocytose des récepteurs MOP. De plus, le prétraitement des cellules par du 1DMe réduit 
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l’efficacité du DAMGO à induire une internalisation des récepteurs MOP de moitié mettant 
en évidence un nouvel effet anti-opioïde cellulaire du NPFF (Roumy et al., 2007). 
Des phénomènes de désensibilisation hétérologue entre RCPG ont été reportés. Le 
mécanisme de désensibilisation correspond à une perte d’activité d’un RCPG stimulé par un 
agoniste. Elle se caractérise principalement par une phosphorylation des récepteurs par des 
kinases spécifiques des RCPG, les GRK, dans le cas d’une désensibilisation homologue et / 
ou par des kinases telles que la PKC (protéine kinase C) et la PKA (protéine kinase A) dans le 
cas d’une désensibilisation hétérologue. La désensibilisation hétérologue consiste en 
l’induction de la désensibilisation d’un récepteur par un autre RCPG. Ceci est 
particulièrement bien démontré dans le cas d’un cross-talk entre les récepteurs NOP et MOP 
dans les cellules BE(2)-C exprimant naturellement ces récepteurs. Dans ces cellules, 
l’induction de la désensibilisation du récepteur MOP (perte de l’inhibition de l’adénylyl 
cyclase et de l’induction de la voie des MAPK) par la nociceptine est inhibée par la 
chelerythrine, inhibiteur non sélectif des différentes isoformes de la PKC et par de l’ADN 
anti-sens dirigé contre les GRK2/3(Mandyam et al., 2002). Cependant, dans le cas de la 
régulation du système opioïde par le NPFF, l’inhibition de la PKC par la chelerythrine ou le 
Ro 31-8220 ou l’inhibition de la PKA par le H89 n’affecte pas la réduction par le 1DMe de 
l’inhibition des conductances calciques induite par le DAMGO, ce qui suggère que l’activité 
anti-opioïde n’implique pas la phosphorylation des récepteurs opioïdes par la PKA ou la PKC 
(Mollereau et al., 2005b)  
La modulation du système opioïde par les récepteurs NPFF ne résulte donc pas d’un 
phénomène de down-regulation, d’internalisation ou de désensibilisation par phosphorylation 
du récepteur MOP par la PKC ou la PKA.  
 
Récemment une étude de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) et de co-
immunoprécipitation a mis en évidence l’existence d’hétérodimères entre les récepteurs 
NPFF2 et MOP respectivement étiquetés avec la CFP (Cyan Fluorescent Protein) et la YFP 
(Yellow Fluorescent Protein) dans les cellules SH-SY5Y (Roumy et al., 2007). Cette 
hétérodimérisation est constitutive et augmente en fonction du temps lors d’un traitement des 
cellules au 1DMe. Au contraire, l’application de DAMGO diminue l’association des 
récepteurs, cet effet pouvant être corrélé à une endocytose des récepteurs MOP induite par le 
DAMGO.  
L’existence d’hétérodimères de RCPG peut modifier les voies de signalisation de l’un ou 
l’autre des deux partenaires du dimère, plus particulièrement au niveau du couplage aux 
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protéines G. Cela est particulièrement bien explicité dans le cas des hétérodimères de 
récepteurs DOP-MOP pour lesquels la capacité du récepteur MOP à activer les protéines G 
est augmentée suite à la stimulation du récepteur DOP par une faible concentration d’agoniste 
ou d’antagoniste de ce récepteur (Gomes et al., 2004). Cet effet est démontré non seulement 
sur systèmes hétérologues (cellules CHO transfectées avec les deux récepteurs) mais aussi sur 
système natif (cellules SK-N-SH) et sur membranes de moelle épinière de souris (Gomes et 
al., 2004). Inversement, l’activation des récepteurs cannabinoïdes CB1 permet une 
séquestration des protéines G de type Gi/o les rendant inaccessibles pour les récepteurs α2-
adrénergiques et les récepteurs à la somatostatine dans les neurones de ganglion supérieur de 
rat (Vasquez and Lewis, 1999). Une hétérodimérisation entre les récepteurs CB1 et MOP a été 
mise en évidence sur cellules HEK-293 transfectées avec les deux types de récepteurs. Sur ces 
cellules, ainsi que sur neurones striataux de rat, l’activation de l’un des récepteurs diminue la 
capacité de l’autre à activer la liaison du  [35S]GTPγS (témoin de l’activation des protéines G) 
et la voie des MAPK (Rios et al., 2006). De même, sur cellules HEK 293 transfectées avec les 
récepteurs CB1 et MOP, la liaison du [35S]GTPγS induite par le DAMGO est augmentée en 
présence de SR141716A, agoniste inverse des récepteurs CBl suggérant que l’activation 
constitutive des récepteurs CB1 antagonise les récepteurs MOP (Canals and Milligan, 2008). 
 
Il est donc possible que les effets anti-opioïdes du NPFF se situent au niveau du couplage 
des récepteurs opioïdes aux protéines G. 
 
L’objectif de ce travail est d’étudier l’activité anti-opioïde d’agonistes des récepteurs 
NPFF sur l’interaction des récepteurs opioïdes avec les protéines G en i) caractérisant 
les effets du NPFF sur la capacité d’activation des protéines G par les récepteurs MOP 
et DOP et ii) étudiant la modulation par le NPFF des complexes protéiques associés aux 
récepteurs MOP. 
 
Afin d’étudier l’activation des protéines G par les récepteurs opioïdes et NPFF, nous 
avons utilisé la méthode de liaison du [35S]GTPγS qui est une technique largement utilisée 
pour mesurer l’activation des protéines G (Harrison and Traynor, 2003). Son principe repose 
sur l’utilisation d’un analogue du GTP, le GTPγS résistant à l’activité GTPasique des 
protéines G et marqué radioactivement au souffre 35. A l’état inactif, la protéine G est sous la 
forme d’un hétérotrimère Gα(GDP)βγ. L’activation d’un récepteur par son agoniste induit un 
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échange du GDP associé à la sous-unité α de la protéine G par du GTP et la dissociation de 
Gα(GTP) et de Gβγ. L’activité GTPasique de la sous-unité Gα entraîne ensuite une hydrolyse 
du GTP en GDP, ce qui conduit à la réassociation des sous-unités Gα(GDP) et Gβγ. Dans le 
cas où [35S]GTPγS remplace le GTP endogène, le GTPγ ne peut pas être hydrolysé ce qui 
conduit à l’accumulation de [35S]GTPγS lié aux Gα. Cette accumulation est mesurée par 
comptage de l’incorporation du marquage [35S] (Harrison and Traynor, 2003). 
Afin de caractériser les sous-unités des protéines G associées au récepteur MOP et leur 
éventuelle régulation par le NPFF, nous avons réalisé des immunoprécipitations du récepteur 
MOP étiqueté avec la YFP (Yellow Fluorescent Protein) par des anticorps dirigés contre la 
GFP et analysé par western blot les différentes sous-unités α et β des protéines G associées 
aux récepteurs dans les cellules SH2D9-MOPYFP exprimant de manière stable le récepteur 
NPFF2 (Roumy et al., 2007). 
 
B- Matériel et méthodes 
 
 
1- Matériel 
Le NPVF (Val-Pro-Asn-Leu-Phe-Gln-Arg-Phe-NH2), le 1DMe ([D-Tyr1,(N-
Me)Phe3]NPFF), le dNPA-NPFF (D-Asn-Pro-(N-Me)Ala-Phe-Leu-Phe-Gln-Arg-Phe-NH2) et 
la Deltorphine I (Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH2) ont été synthétisés à l’aide d’un 
synthétiseur de peptides automatisé (Applied Biosystems model 433A) comme précédemment 
décrit (Mazarguil et al., 2001). Le DAMGO provient de NeoMPS, France. Les solutions 
stocks de peptides (10-2 M) sont diluées dans de l’eau contenant 20 % de méthanol et 
conservées à – 20 °C. 
Le HEPES, la saponine, l’albumine sérique bovine (BSA) et le GDP proviennent de 
Sigma (France), le NaCl de Euromédex (France) et le MgCl2 de Prolabo (France). Le 
[35S]GTPγS (1000 – 1162 Ci / mmol) provient d’Amersham (France). 
Les anticorps monoclonaux de souris anti-GFP proviennent de chez Invitrogen. Les 
anticorps polyclonaux de lapin anti-GFP, Gαi1/3, Gαi2, Gαo, Gαs et Gβ proviennent de chez 
Santa Cruz Biotechnology (USA). Les anticorps de chèvre anti-IgG de lapin et couplés HRP 
(Horse Radish Peroxydase) proviennent des Laboratoires Jackson Immunoresearch.  
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2- Lignées cellulaires 
Les cellules SH-SY5Y exprimant de manière stable les récepteurs hNPFF1 (cellules SH1-
C7 (Kersante et al., 2006)) ou les récepteurs hNPFF2 (cellules SH2-D9, (Mollereau et al., 
2005b)) sont mises en culture dans du milieu DMEM (Dubelcco’s modified Eagle’s medium, 
4,5 g/l glucose, GlutaMAXI, Invitrogen, France) complémenté par 10 % de sérum de veau 
fœtal, 50 µg / ml de gentamicine (Invitrogen, France) et 400 µg / ml de G418 (Invitrogen, 
France) pour assurer la sélection des cellules recombinantes. Les cellules sont maintenues à 
37 °C sous atmosphère humide contenant 5 % de CO2. 
Les cellules SH2D9-MOPYFP exprimant les récepteurs hNPFF2 ainsi que les récepteurs 
MOP étiquetés avec la YFP (Yellow Fluorescent Protein) sont cultivées dans le même milieu 
que les SH1-C7 et SH2-D9 avec 2 µg / ml de blasticidine (Cayla, France) pour assurer la 
sélection des cellules recombinantes pour le vecteur MOPYFP (Roumy et al., 2007). 
 
3- Préparation des membranes plasmiques 
Les cellules SH1-C7, SH2-D9 ou SH2D9- MOPYFP sont ensemencées dans des boîtes de 
Pétri de 14 cm de diamètre. Une fois à confluence, elles sont récupérées dans du PBS 
(Phosphate Buffered Saline) à 4°C. Après 15 minutes de centrifugation à 1000 g à 4 °C, les 
culots cellulaires sont congelés au moins une heure à -80 °C afin de permettre l’éclatement 
des cellules. Le culot est ensuite homogénéisé à l’aide d’un potter (Elvehjem) dans du tampon 
Tris 50 mM pH 7,4 puis à nouveau centrifugé (1000 g, 15 min, 4 °C) pour éliminer les 
noyaux et les cellules non éclatées. Le surnageant est récupéré et ultracentrifugé (100 000 g, 
40 min, 4°C). Le culot membranaire est remis en suspension dans du tampon Tris 50 mM pH 
7,4, aliquoté et congelé à -80°C. Le dosage des protéines membranaires est réalisé selon la 
méthode de Lowry (Lowry O.H., 1951). 
 
4- Traitement des cellules 
Pour les expériences de prétraitement des cellules suivies de l’analyse de la liaison du 
[35S]GTPγS, les cellules sont ensemencées dans des boîtes de 14 cm de diamètre. Le jour de 
l’expérience, le milieu de culture est enlevé et les cellules sont rincées par 20 ml de tampon 
Krebs-Ringer-HEPES (tampon KRH : 124 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,25 mM MgSO4, 1,5 mM 
CaCl2, 1,25 mM KH2PO4, 25 mM HEPES, 8 mM Glucose, 0,5 mg / ml BSA ; pH 7,4) puis 
incubées pendant 30 minutes dans ce tampon à température ambiante en présence ou absence 
de 1 µM NPVF, 1 µM DAMGO ou 1 µM Deltorphine-I. Les cellules sont ensuite rincées 
deux fois dans du tampon KRH  puis récupérées dans du tampon Tris-HCl 50 mM froid, pH 
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7,4 et centrifugées à 1000 g pendant 15 minutes à 4°C. Le culot est resuspendu dans 2,5 
volumes (1 boîte / 2,5 ml Tris-HCl 50 mM, pH 7,4). Les protéines sont dosées selon la 
méthose de Lowry (Lowry O.H., 1951). 
 
5- Etude de liaison du [35S]GTPγS 
L’étude de liaison du [35S]GTPγS est réalisée dans du tampon d’incubation (tampon I) 
contenant 20 mM HEPES, pH 7,4, contenant 20 / 100 / 150 mM NaCl (selon le protocole) et 3 
mM MgCl2 en présence de 0,1 % de BSA (BSA 7888, Sigma). Le GDP est inclu dans le 
tampon I à une concentration dépendante du type cellulaire étudié (0,1 - 10 µM). Les 
membranes (2,5 µg de protéines pour les cellules SH1-C7 et SH2D9-MOPYFP et 10 µg pour 
les cellules SH2-D9) sont incubées dans des tubes en polypropylène pendant 60 minutes à 
30°C en présence de 5 µg de saponine, 0,07 nM de [35S]GTPγS et le ligand à la concentration 
désirée pour un volume final de 500 µl de tampon I. La réaction est stoppée par filtration 
rapide sur disques de fibre de verre Whatmann GF/B préincubés dans le tampon d’essai à 
température ambiante, et trois lavages avec 4 ml de tampon à 4°C. La radioactivité contenue 
sur les disques est déterminée à l’aide d’un compteur à scintillation (compteur Packard, 94 % 
d’efficacité) après extraction de la radioactivité par incubation des filtres pendant 12 heures 
dans 4 ml de liquide à scintillation (Beckmann). 
Les courbes dose-réponses sont analysées par le logiciel Prism 4 (Graph Pad Prism 
Software, USA) selon une régression non linéaire permettant la détermination des EC50 (effet 
pour lequel l’agoniste stimule 50 % de la liaison du [35S]GTPγS) et des Emax (liaison 
maximale du [35S]GTPγS). Les analyses statistiques multiples sont réalisées par un test 
ANOVA unilatéral suivi d’un test post-hoc. Les comparaisons entre deux conditions sont 
réalisées par un test de Wilcoxon. Les comparaisons entre une condition et une valeur 
hypothétique sont étudiées avec un test de Student.  
 
6- Expérience d’immunoprécipitation 
Les cellules SH2D9-MOPYFP sont ensemencées dans des boîtes de 14 cm de diamètre. Le 
jour du traitement, le milieu de culture est enlevé et les cellules sont rincées par 20 ml de 
tampon KRH puis incubées pendant 30 minutes dans ce tampon en présence ou absence de 1 
µM de 1DMe. Après aspiration du tampon, les cellules sont directement congelées à – 80 °C. 
Les cellules sont récupérées dans 10 ml de PBS (Phosphate Buffered Saline, 4°C) et 
centrifugées à 1000 g pendant 15 minutes à 4°C. Le culot est repris et incubé pendant 1 heure 
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à 4°C sous faible agitation dans 1 ml de tampon IP constitué de 150 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCl (pH 7,4), 5 mM EDTA, 0,5 %  Nonidet-P 40 ainsi qu’un cocktail d’inhibiteurs de 
protéases (Complete EDTA-free, Roche Applied Biosciences).  
Le lysat est ensuite centrifugé à 20 000 g pendant 2 minutes à 4°C. 500 µl de surnageant 
contenant les protéines membranaires solubilisées est incubé sous faible agitation pendant 3 
heures avec 25 µl de billes d’immunoprécipitation (EZview red protein A affinity gel, Sigma) 
préalablement lavées selon le protocole fourni par le fabricant. Après une centrifugation à 
12000 g, 4°C pendant 30 secondes, le surnageant est incubé pendant 1 heure avec 2 µg 
d’anticorps monoclonal de souris anti-GFP sous faible agitation à 4°C suivie d’une incubation 
sur la nuit avec 25 µl de billes préalablement lavées sous faible agitation à 4°C. La procédure 
de lavage est suivie selon les indications du fabriquant (Invitrogen). 
L’immunoprécipitat est suspendu dans du tampon Laemmli (Sigma), bouilli pendant 5 
minutes et soumis à une migration sur gel SDS-PAGE 12,5 %. Les protéines contenues dans 
le gel sont par la suite transférées sur une membrane en PVDF (polyvinylidène difluoride)  
dans du tampon de transfert Tris 25 mM, glycine 192 mM et 20 % éthanol. 
Après blocage des sites non spécifiques par incubation de la membrane dans du tampon 
TBS-T (Tris 20 mM, pH 7, 6, NaCl 137 mM et 0,2 % Tween-20) supplémenté avec 5% de lait 
écrémé, la membrane est incubée pendant 2 heures avec l’anticorps primaire dilué dans du 
tampon TBS-T contenant 1 % BSA (BSA A7030, Sigma) à température ambiante sous faible 
agitation. La membrane est par la suite lavée puis incubée avec l’anticorps secondaire dilué 
dans du tampon TBS-T et 5% de lait écrémé. L’immunoréactivité est révélée par utilisation du 
kit de détection ECL-Plus Western Blotting (Amersham biosciences). 
 
7- Quantification des bandes de Western Blot par le logiciel Quantity One 
L’image du film photographique est analysée par le logiciel Quantity One de Bio-Rad 
conformément aux instructions du fournisseur. Brièvement, la densité de chaque bande 
protéique est exprimée en fonction de sa densité optique et de sa surface (DO x mm2) sur le 
film après soustraction du bruit de fond. Pour chaque condition, la quantification est 
normalisée par rapport à la densité de récepteur immunoprécipité présente dans la même piste. 
Les comparaisons entre conditions sont étudiées avec un test de Wilcoxon. 
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C-  Résultats et discussion 
 
 
Afin d’étudier l’effet du NPFF sur l’activation des protéines G induite par l’activation des 
récepteurs opioïdes, nous avons dans un premier temps travaillé sur des membranes de 
cellules SH-SY5Y transfectées de manière stable avec les récepteurs NPFF1 ou NPFF2 (clones 
SH1-C7 et SH2-D9 (Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006), activation concomitante 
des récepteurs opioïdes et NPFF). Dans un deuxième temps, nous avons travaillé sur des 
préparations membranaires de cellules SH1-C7 préalablement traitées au NPFF afin de mettre 
en évidence une éventuelle composante cytosolique aux effets anti-opioïdes du NPFF sur 
l’activation des protéines G par les récepteurs opioïdes. 
Enfin, nous avons réalisé des expériences de co-immunoprécipitation du récepteur MOP-
YFP, exprimé de manière stable dans les cellules SH2-D9 (cellules SH2D9-MOPYFP, 
(Roumy et al., 2007)), avec différentes sous-unités Gα et Gβ des protéines G afin de 
visualiser une modulation de l’environnement proche du récepteur MOP par le NPFF. 
 
1- Expériences de co-stimulation 
a- Optimisation de la liaison du [35S]GTPγS 
Le principe de la technique de liaison du [35S]GTPγS repose sur la liaison du [35S]GTPγS 
aux sous-unités α des protéines G spécifiquement activées par l’ajout d’un ligand. En absence 
de ligand, le [35S]GTPγS se lie aux protéines G, c’est la liaison basale. Cette liaison est 
dépendante de la présence de différents acteurs dans le bain d’incubation tels que le GDP, le 
NaCl ou le MgCl2. La liaison stimulée par un agoniste correspond donc à la liaison totale en 
présence d’agoniste soustraite de la liaison basale. Aussi l’obtention d’une liaison basale 
minimale est primordiale puisque plus elle sera faible, plus la liaison stimulée par l’agoniste 
sera visible (Harrison and Traynor, 2003). 
A l’état basal, il existe un équilibre entre les sous-unités Gα liées au GTP et liées au GDP. 
L’ajout de GDP dans le bain d’incubation déplace cet équilibre et, par conséquent, diminue la 
liaison basale du [35S]GTPγS. La concentration optimale en GDP pour réduire la liaison 
basale est dépendante du système étudié en raison des différentes concentrations en protéines 
G présentes dans la préparation. Il est donc nécessaire, pour chaque lignée cellulaire, de 
définir la concentration en GDP pour laquelle le rapport liaison totale / liaison basale est le 
plus fort. Dans les membranes des cellules SH1-C7, la stimulation optimale de la liaison du 
[35S]GTPγS induite par les agonistes NPFF1, MOP et DOP (NPVF, DAMGO et deltorphine-I 
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respectivement) est obtenue à 30°C en présence de 100 nM de GDP. Les membranes SH2-D9 
et SH2D9-MOPYFP ont un meilleur rapport liaison totale / liaison basale pour 1 µM GDP et 
10 µM respectivement. 
L’expérience est réalisée en présence de 3 mM MgCl2,  les ions Mg2+ sont indispensables 
pour observer une liaison du [35S]GTPγS et augmentent la liaison stimulée par l’agoniste.  
Le NaCl n’est pas indispensable à la liaison du [35S]GTPγS mais les ions Na+ ont la 
capacité de se lier sur un résidu aspartate du domaine transmembranaire II des RCPG. Cette 
liaison favorise le découplage du complexe récepteur-protéine G réduisant ainsi la liaison 
basale du [35S]GTPγS (Harrison and Traynor, 2003). Les expériences ont donc été réalisées en 
présence de 150 mM NaCl qui permet un découplage important des RCPG aux protéines G et 
donc un rapport liaison totale / liaison basale plus important. 
Afin de perméabiliser les vésicules formées dans la préparation membranaire et de 
permettre ainsi un meilleur accès du [35S]GTPγS aux protéines G, 5 µg de saponine sont 
ajoutés dans la préparation. 
 Enfin, le rapport liaison totale / liaison basale le plus important est observé pour 2,5 µg de 
protéines de la préparation membranaire du clone SH1-C7 et du clone SH2D9-MOPYFP et 
pour 10 µg de protéines pour le clone SH2-D9 (résultats non montrés).    
 
b- Stimulation de la liaison du [35S]GTPγS par les agonistes des récepteurs 
opioïdes et NPFF 
Dans les cellules SH-SY5Y transfectées avec les récepteurs NPFF1 ou NPFF2, le DAMGO 
(agoniste spécifique des récepteurs MOP) stimule la liaison du [35S]GTPγS de façon 
concentration-dépendante (EC50 = 138 ± 64 nM, n = 5 pour les membranes SH1-C7 et  EC50 =  
165 ± 21 nM, n = 12 pour les membranes SH2-D9, figure 1A-B, Table I). Ces résultats 
concordent avec les valeurs obtenues par Alt et ses collaborateurs sur cellules SH-SY5Y 
(EC50 = 45 ±15 nM, (Alt et al., 2002)).  
La stimulation de la liaison du [35S]GTPγS par la deltorphine-I, agoniste spécifique des 
récepteurs DOP, est dose-dépendante avec une EC50 égale à 3,9 ± 1,2 nM dans les cellules 
SH1-C7 (n = 3, figure 1A). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus sur cellules CHO 
surexprimant les récepteurs DOP (EC50 = 6,9 ± 0,8 nM, n = 3 (Parkhill and Bidlack, 2002)). 
Des résultats similaires ont été obtenus avec des agonistes des récepteurs DOP de même 
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Figure 1 : Courbes dose-réponse de la liaison du [
35
S]GTPγS par les agonistes des récepteurs NPFF et 
opioïdes. La liaison du [
35
S]GTPγS sur membranes de cellules SH1-C7 (A) ou SH2-D9 (B) stimulée par le 
DAMGO(●), la deltorphine-I (●) et le NPVF  / dNPA-NPFF (○) est exprimée en cpm après soustraction de 
la liaison basale. Les points représentent les moyennes ± S.E.M de 3 à 7 expériences réalisées en double.  
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puissance et de même affinité pour les récepteurs que la deltorphine-I sur cellules NG108-15 
qui expriment naturellement les récepteurs DOP (Deltorphine-II : EC50 = 19,2 ± 5,8 nM ; 
DSLET : EC50 = 5,3 ± 0,6 nM, (Szekeres and Traynor, 1997)).  
Le NPVF, agoniste spécifique des récepteurs NPFF1, stimule la liaison du [35S]GTPγS de 
façon dose-dépendante avec une EC50 égale à 208 ± 105 nM (n = 3) dans les cellules SH1-C7 
(figure 1A, table I). De même, dans les cellules SH2-D9 et SH2-MOPYFP, l’activation des 
récepteurs NPFF2 par le dNPA-NPFF produit une augmentation de la liaison du [35S]GTPγS 
dépendante de la concentration en agoniste (EC50 = 31,3 ± 2,8 nM, n = 3 et 24,5 ± 3,8 nM, n = 
9 respectivement, figure 1B, 4A et table I). La puissance des agonistes des récepteurs NPFF1 
et NPFF2 est comparable à celle obtenues sur cellules CHO transfectées avec ces récepteurs 
(Gouarderes et al., 2007a). Cependant l’efficacité de stimulation est moins importante si on la 
rapporte à la liaison basale. En effet, dans le cas du NPVF on observe une stimulation 
maximale de 116 ± 1 % dans les cellules SH1-C7 et de 247 ± 5 % dans les cellules CHO 
transfectées avec le récepteur hNPFF1 et dans le cas du dNPA-NPFF la stimulation est 5 fois 
inférieure à celle observée dans les cellules CHO transfectées avec le récepteur hNPFF2 
(Emax = 171 ± 13 % contre 968 ± 18 % dans les cellules CHO)(Gouarderes et al., 2007b). 
Ceci peut s’expliquer par la quantité de récepteurs exprimés dans les différents types 
cellulaires puisque les cellules CHO expriment en moyenne 10 fois plus de récepteurs NPFF 
que les cellules SH-SY5Y (Mollereau et al., 2002; Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 
2006). 
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Dans ce test, les puissances du DAMGO et des agonistes des récepteurs NPFF1 et NPFF2 
sont inférieures à celles observées dans d’autres tests pharmacologiques tels que l’inhibition 
de l’activité de l’adénylyl cyclase, l’inhibition des canaux calciques voltage-dépendants de 
type N ou la réactivation de la voie de la PLCβ (augmentation d’un facteur 50 de la valeur des 
EC50), expériences réalisées sur cellules vivantes (Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 
2006). Cela pourrait s’expliquer par une différence au niveau de l’environnement des 
récepteurs, par exemple une diminution de la quantité de protéines G au cours de la 
préparation des membranes, ou encore par la concentration de NaCl utilisée qui favorise le 
découplage des récepteurs aux protéines G. 
  
c- Co-stimulation par les agonistes des récepteurs opioïdes et NPFF 
Afin de mettre en évidence un effet-anti-opioïde des agonistes NPFF sur l’activation des 
protéines G par les opioïdes, les membranes ont été stimulées par un agoniste des récepteurs 
NPFF (NPVF ou dNPA-NPFF pour les récepteurs NPFF1 ou NPFF2 respectivement) et un 
agoniste des récepteurs opioïdes MOP (DAMGO) ou DOP (Deltorphine-I) à une 
concentration de 1 µM qui donne une liaison maximale du [35S]GTPγS (figure 1). 
 
i-  Récepteur NPFF1 et récepteur MOP endogène : cellules SH1-C7 
Dans les cellules SH1-C7, à une concentration de 1 µM, le DAMGO et le NPVF stimulent 
la liaison du [35S]GTPγS de 1112 ± 82 cpm et 801 ± 71 cpm respectivement. Quand les 
membranes sont en présence des deux agonistes, la liaison du [35S]GTPγS s’élève à 1800 ± 87 
cpm, valeur qui n’est pas significativement différente de la somme arithmétique des effets de 
chaque peptide ( 1913 ± 82 cpm, p > 0,05, figure 2A). De même, dans ces cellules l’effet de 
l’application conjointe de Deltorphine-I et de NPVF n’est pas différent de la somme 
arithmétique de l’effet de chaque peptide seul sur la liaison du [35S]GTPγS (NPVF + 
Deltorphine-I : 1840 ± 72 cpm ; somme arithmétique : 1726 ± 91 cpm, p > 0,05, figure 2B).   
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Figure 2 : Effet d’une co-stimulation de la liaison du [
35
S]GTPγS par la combinaison de 1 µM de NPVF et  
1 µM d‘un agoniste des récepteurs opioïdes . « arithm.» représente la somme arithmétique des effets de 
chaque ligand (DAMGO + NPVF ou Deltorphine-I + NPVF). Les barres représentent les moyennes ± 
S.E.M de 3 à 6 expériences réalisées en double. *, p<0,05 par rapport à la condition DAMGO (A) ou 
Deltorphine-I (B), ANOVA suivi d’un test Bonferroni. 
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Des études concentration-réponse ont été réalisées afin de mettre en évidence une 
modulation des paramètres de liaison du [35S]GTPγS induite par les agonistes NPFF et 
opioïdes en présence d’une stimulation de la liaison par l’un de ces agonistes. Dans les 
membranes SH1-C7, l’EC50 du DAMGO n’est pas modifiée en présence de NPVF 1 µM 
(EC50 = 84 ± 33 nM en présence de 1 µM NPVF contre 138 ± 64 en condition contrôle, n = 5, 
Table I). De même, le NPVF à 1 µM ne modifie pas la stimulation maximale de la liaison du 
[35S]GTPγS induite par le DAMGO (Emax = 1192 ± 27 cpm et 1140 ± 80 cpm en absence et 
présence de NPVF respectivement, n = 5, Table I).  Réciproquement le DAMGO ne modifie 
ni la puissance (EC50 = 104 ± 22 nM contre 208 ± 105 nM en condition contrôle, n = 3, Table 
I) ni l’efficacité (Emax = 799 ± 98 cpm contre 736 ± 52 cpm en condition contrôle, n = 3, 
Table I) du NPVF à stimuler la liaison du [35S]GTPγS. Enfin les paramètres de liaisons du 
[35S]GTPγS induits par la deltorphine-I ne sont pas altérés par une co-stimulation par le NPVF 
à 1 µM (EC50 = 26,7 ± 17,6 nM contre 3,9 ± 1,2 nM en condition contrôle et Emax = 842 ± 20 
cpm contre 998 ± 149 cpm en condition contrôle, n = 3, Table I) tandis que la deltorphine-I ne 
modifie ni la puissance ni l’efficacité de stimulation de la liaison [35S]GTPγS par le NPVF 
(EC50 = 144 ± 41 nM contre 208 ± 105 nM en condition contrôle et Emax = 776 ± 64 cpm 
contre 736 ± 52 cpm en condition contrôle, n = 3, Table I). 
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Figure 3 : Stimulation de la liaison du 
[
35
S]GTPγS par 1 µM DAMGO, 1 µM 
dNPA-NPFF ou par une combinaison 
des deux agonistes dans les cellules SH2-
D9. « arithm.» représente la somme 
arithmétique des effets de chaque ligand. 
Les barres représentent les moyennes ± 
S.E.M de 3 à 6 expériences réalisées en 
double. *, p<0,05 par rapport à la 
condition DAMGO, ANOVA suivi d’un 
test Bonferroni. 
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EC50 (nM) Emax (cpm) 
NPVF 208 ± 105 736 ± 52 
NPVF + DAMGO 1 µM 104 ± 22 799 ± 98 
NPVF + Deltorphine I 1 µM 144 ± 41 776 ± 64 
 
  
DAMGO 138 ± 64 1192 ± 127 
DAMGO + NPVF 1 µM 84 ± 33 1140 ± 80 
   
Deltorphine I 3,9 ±1,2 998 ± 149 
Deltorphine I + NPVF 1 µM 26,7 ± 17,6 842 ± 20 
 
 
 
 
ii-  Récepteur NPFF2 et récepteur MOP endogène : cellules SH2-D9 
Dans les cellules SH2-D9 exprimant les récepteurs hNPFF2, le DAMGO à 1 µM induit 
une stimulation de la liaison du [35S]GTPγS égale à 1799 ± 334 cpm. Le dNPA-NPFF à 1 µM 
stimule la liaison du [35S]GTPγS de 3164 ± 413 cpm (figure 3A). La stimulation concomitante 
des membranes par le DAMGO et le dNPA-NPFF provoque une liaison du [35S]GTPγS égale 
à 4516 ± 552 cpm qui n’est pas différente de la somme arithmétique de l’effet de chaque 
peptide (5001 ± 370 cpm, p > 0,05, figure 3).  
 
La co-stimulation des membranes par du dNPA-NPFF à 1 µM ne modifie ni la puissance 
du DAMGO (EC50 = 512 ± 43 nM contre 165 ± 21 nM en condition contrôle, n = 4, Table II) 
ni son efficacité (Emax = 2239 ± 166 cpm contre 2574 ± 187 cpm en condition contrôle, n = 
Table I : Paramètres d’activation (EC50 et Emax) de la liaison du [
35
S]GTPγS stimulées par des agonistes de 
récepteurs NPFF1 (NPVF) ou opioïdes (DAMGO ou Deltorphine-I) en présence ou en absence d’agonistes des 
récepteurs opioïdes ou NPFF sur membranes SH1-C7. Les EC50 et Emax sont calculées après déduction de la 
liaison basale et de la stimulation induites par l’agoniste à 1 µM et représentent les moyennes ± S.E.M  
calculées à partir de 3 à 5 expériences réalisées en double.  
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4, Table II) à stimuler la liaison du [35S]GTPγS. Réciproquement, le DAMGO à 1 µM ne 
modifie pas les paramètres de liaison du [35S]GTPγS induite par le dNPA-NPFF (EC50 = 27,6 
± 13,7 nM contre 31,3 ± 2,8 nM en condition contrôle et Emax = 3144 ± 695 cpm contre 3038 
± 466 cpm en condition contrôle, n = 2, Table II). 
 
 EC50 (nM) Emax (cpm) 
dNPA-NPFF 31,3 ± 2,8 3038 ± 466 
dNPA-NPFF + DAMGO 1 µM 27,6 ± 13,7 3144 ± 695 
   
DAMGO 165 ± 21 2574 ± 187 
DAMGO + dNPA-NPFF 1 µM 512 ± 143 2239 ± 166 
 
Table II : Paramètres d’activation (EC50 et Emax) de la liaison du [
35
S]GTPγS stimulées par des agonistes des 
récepteurs NPFF2 (dNPA-NPFF) ou MOP (DAMGO) en présence ou en absence d’agonistes des récepteurs 
MOP ou NPFF2 sur membranes SH2-D9. Les EC50 et Emax sont calculées après déduction de la liaison basale 
et de la stimulation induites par l’agoniste à 1 µM et représentent les moyennes ± S.E.M  calculées à partir de 2 
à 4 expériences réalisées en double.  
 
Dans ces conditions, bien que des effets anti-opioïdes du NPFF aient été reportés sur les 
cellules SH1-C7 et SH2-D9 (Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006), le NPFF n’exerce 
pas d’activité anti-opioïde sur la stimulation de la liaison du [35S]GTPγS par les agonistes 
opioïdes. 
 
Dans le cas d’une hétérodimérisation entre les récepteurs DOP et MOP, il a été reporté 
que l’application d’un antagoniste de récepteurs DOP potentialise la réponse des récepteurs 
MOP. La liaison maximale du [35S]GTPγS induite par le DAMGO est augmentée de 36 % en 
présence de TIPP Ψ sur membranes de cellules SK-N-SH (qui expriment naturellement les 
récepteurs DOP et MOP) et de 59 % sur membranes de moelle épinière de souris (Gomes et 
al., 2004). Ces résultats suggèrent, dans le cas de cet hétérodimère, que la simple occupation 
du récepteur DOP potentialise les effets du récepteurs MOP. Aussi, afin de vérifier si 
l’occupation, sans l’activation, des récepteurs NPFF2 par un antagoniste pouvait modifier la 
réponse opioïde, la liaison du [35S]GTPγS par le DAMGO (10-9 – 10-5 M) a été mesurée en 
présence de RF9, antagoniste des récepteurs NPFF1 et NPFF2 (Simonin et al., 2006). 
Cependant, dans ces conditions, ni l’Emax ni l’EC50 du DAMGO ne sont modifiés en 
présence de RF9 à 1 µM (résultats non montrés). 
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Figure 4 : Stimulation de la liaison du 
[
35
S]GTPγS par 1 µM DAMGO, 1 µM 
dNPA-NPFF ou par une combinaison des 
deux agonistes dans les cellules SH2D9-
MOPYFP. « arithm.» représente la somme 
arithmétique des effets de chaque ligand. 
Les barres représentent les moyennes ± 
S.E.M de 3 à 6 expériences réalisées en 
double. *, p<0,05 par rapport à la 
condition DAMGO, ANOVA suivi d’un test 
Bonferroni. 
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iii - Récepteur NPFF2 et récepteur MOP surexprimé : cellules SH2D9-
MOPYFP 
L’additivité des effets des agonistes des récepteurs NPFF et opioïdes sur la liaison du 
[35S]GTPγS suggère i) que les récepteurs NPFF et opioïdes ont des réservoirs de protéines G 
qui leurs sont propres ou ii) que chaque récepteur utilise une petite fraction d’un même 
réservoir qui ne devient donc pas un facteur limitant lors d’une stimulation maximale des 
deux récepteurs. Aussi, afin de distinguer entre ces deux hypothèses, nous avons réalisé ces 
mêmes expériences sur les membranes du clone SH2D9-MOPYFP, cellules SH2-D9 
surexprimant de manière stable le récepteur hMOP étiqueté avec un analogue de la GFP 
(Roumy et al., 2007). 
Sur les membranes de ces cellules, qui expriment 50 fois plus de récepteurs MOP par 
rapport aux cellules SH2-D9 qui n’expriment que les récepteurs MOP endogènes (Bmax = 
6,25 ± 0,95 pmoles / mg de protéines dans les cellules SH2D9-MOPYFP contre 141 ± 14 
fmoles / mg de protéines dans le clone SH2-D9 (Mollereau et al., 2005b)), la stimulation de la 
liaison du [35S]GTPγS par le DAMGO à 1 µM est augmentée d’un facteur 6 comparée aux 
membranes du clone SH2-D9 (11363 ±832 cpm contre 1799 ± 334 cpm, figure 3-4). Ces 
résultats sont donc en accord avec l’étude de Remmers et ses collaborateurs (Remmers et al., 
2000) qui montre que, dans les cellules SH-SY5Y, le taux de liaison du [35S]GTPγS est en 
partie dépendant de la quantité de récepteurs opioïdes exprimée par ces cellules.  
Dans ces membranes, la stimulation de la liaison du [35S]GTPγS par l’application 
simultanée de 1 µM de DAMGO et de dNPA-NPFF est inférieure à la somme arithmétique de 
la stimulation de chaque peptide seul (11435 ± 213 cpm contre 19162 ± 482 cpm, p < 0,05, 
figure 4, test de Student).  
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Figure 5 : Co-stimulation de la liaison du [
35
S]GTPγS par le dNPA-NPFF et le DAMGO  dans les cellules 
SH2D9-MOPYFP : (A) Courbe dose-réponse du DAMGO en présence de différentes concentrations en dNPA-
NPFF. (B) Courbe dose-réponse du dNPA-NPFF en présence de différentes concentrations en DAMGO. Les 
points représentent les moyennes ± S.E.M de 2 à 4 expériences réalisées en double après déduction de la 
liaison basale et de la liaison stimulée en présence de l’agoniste en concentration fixe. 
 
En présence de dNPA-NPFF, l’efficacité de stimulation de la liaison du [35S]GTPγS par le 
DAMGO tend à diminuer (8023 ± 1844 cpm en présence de 1 µM dNPA-NPFF contre 11705 
± 258 cpm en condition contrôle, n = 2, figure 4A, Table I) mais pas sa puissance (EC50 = 
35,9 ± 10,8 nM contre 24,5 ± 3,8 en condition contrôle, n = 2, figure 5A, Table III). 
Réciproquement, le DAMGO à 1 µM semble diminuer l’efficacité de stimulation de la liaison 
du [35S]GTPγS par le dNPA-NPFF (Emax = 889 ± 211 cpm contre 8205 ± 925 cpm en 
condition contrôle, n = 2, figure 5B, Table III) mais pas sa puissance (EC50 = 4,6 ± 3,7 nM 
contre 2,3 ± 0,4 nM en condition contrôle, n = 2, Table III).  
 
 EC50 (nM) Emax (cpm) 
dNPA-NPFF 24, 5 ± 3,8 8205 ± 925 
dNPA-NPFF + DAMGO 1 µM 35,9 ± 10,8 889 ± 211 
   
DAMGO 2,3 ± 0,4 11705 ± 258 
DAMGO + dNPA-NPFF 1 µM 4,6 ± 3,7 8023 ± 1844 
 
Table III : Paramètres d’activation (EC50 et Emax) de la liaison du [
35
S]GTPγS stimulée par des agonistes des 
récepteurs NPFF2 (dNPA-NPFF) ou MOP (DAMGO) en présence ou en absence d’agonistes des récepteurs 
MOP ou NPFF2 sur membranes SH2D9-MOPYFP. Les EC50 et Emax sont calculées après déduction de la 
liaison basale et de la stimulation induites par l’agoniste à 1 µM et représentent les moyennes ± S.E.M  
calculées à partir de 3 à 5 expériences réalisées en double.  
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Dans les membranes de cellules SH2D9-MOPYFP on observe donc une inhibition 
réciproque des effets des opioïdes et du NPFF pour l’activation des protéines G. La 
réciprocité d’effet suggère que les récepteurs MOP et NPFF2 entrent en compétition pour un 
réservoir fini de protéines G mais cela ne peut pas expliquer l’effet anti-opioïde du NPFF 
puisqu’il est observé sur cellules exprimant une faible quantité de récepteurs NPFF et 
opioïdes ; à moins que, sur ces cellules, la compétition n’ait lieu que sur un réservoir restreint 
de protéines G nécessaires à l’inhibition des canaux calciques voltage-dépendants de type N 
mais que cet effet ne soit pas accessible par des expériences de liaison du [35S]GTPγS sur 
membranes totales. Des expériences menées sur l’environnement propre du récepteur MOP 
pourraient révéler cette modulation. 
 
Afin de discriminer entre un effet spécifique du couple récepteur NPFF2 - récepteur MOP-
YFP, nous avons voulu étudier la capacité d’activation de la liaison du [35S]GTPγS par la 
clonidine ou le NPY (agonistes de récepteurs α2-adrénergiques et NPY-Y1 respectivement) 
en présence d’une forte concentration de DAMGO (résultats non montrés). Dans ce test, nous 
n’avons pu mettre en évidence d’activation de la liaison du [35S]GTPγS par ces agonistes, 
bien que les récepteurs soient actifs dans les cellules SH-SY5Y puisque que leur activation 
induit une inhibition de l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants de type N 
(Mollereau et al., 2005b). 
 
Nos résultats se rapprochent de l’étude réalisée par Shapira et ses collaborateurs (Shapira 
et al., 2000) mettant en évidence une différence d’interaction entre récepteurs au niveau des 
protéines G suivant la lignée cellulaire utilisée. En effet une compétition entre les récepteurs 
MOP, DOP et CB1 pour les protéines G n’est retrouvée que dans des cellules COS-7 
surexprimant les récepteurs mais pas dans des cellules qui les expriment naturellement telles 
que les neuroblastomes N18TG2 ou SK-N-SH (Shapira et al., 2000).  
 
L’absence de compétition pour les protéines G dans les cellules ne surexprimant pas les 
récepteurs MOP, bien qu’un effet anti-opioïde du NPFF soit reporté sur ces cellules 
(Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006), peut être aussi due à la technique utilisée. 
L’étude de liaison du [35S]GTPγS est réalisée sur des préparations membranaires regroupant 
des membranes plasmiques mais aussi réticulaires ou golgiennes. De ce fait, aucune 
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distinction ne peut être faite entre un évènement membranaire et un évènement cytosolique. 
Les récepteurs MOP exprimés par les cellules SH-SY5Y (donc par les cellules SH1-C7 et 
SH2-D9) sont principalement intracellulaires (Toll et al., 1997) tandis que le marquage des 
récepteurs MOP-YFP dans les cellules SH2D9-MOPYFP est principalement membranaire 
(Roumy et al., 2007). Les seuls effets anti-opioïdes recensés du NPFF ont été mis en évidence 
sur cellules entières et vivantes au niveau de la membrane plasmique (Roumy and Zajac, 
1999; Mollereau et al., 2005b). Aussi, les récepteurs MOP intracellulaires ne sont peut-être 
pas régulés par le NPFF. Il est donc justifié de penser que la visualisation d’une compétition 
entre RCPG pour des protéines G au niveau de la membrane plasmique peut être noyée par la 
stimulation de la liaison du [35S]GTPγS induite par des récepteurs non localisés à la 
membrane plasmique et non modulés par les récepteurs au NPFF. Cette dilution est 
compensée dans les cellules SH2D9-MOPYFP où les récepteurs MOP sont surexprimés à la 
membrane plasmique, ce qui permet de révéler la compétition entre les récepteurs MOP et 
NPFF2 pour les protéines G.  
De même dans les cellules SH-SY5Y exprimant le récepteur MOP endogène, une 
compétition pour une même population de protéines G entre les récepteurs opioïdes et NPFF 
peut exister au niveau de domaines restreints de la membrane plasmique tels que les rafts dans 
lesquels il existe un enrichissement en protéines de signalisation ainsi qu’en RCPG (Insel et 
al., 2005). Mais celle-ci ne peut être visualisée en raison de la stimulation des récepteurs non 
localisés dans ces domaines au niveau de la membrane plasmique. 
Cette hypothèse peut être renforcée par les études de liaison du [35S]GTPγS réalisées par 
autoradiographie sur coupes de moelle épinière de rat. Cette technique permet de cibler une 
zone particulière et donc d’effectuer une analyse plus fine permettant d’atténuer la liaison du 
[35S]GTPγS induite par les récepteurs qui ne sont pas d’intêret. Ces expériences ont été 
réalisées au niveau des couches superficielles I et II des cornes dorsales de la moelle épinière 
où l’expression des récepteurs NPFF2 et opioïdes est recensée et où le NPFF module les effets 
des opioïdes sur la libération de Met-Enképhaline (Mauborgne et al., 2001; Gouardères et al., 
2002). Dans ce cas, l’efficacité de stimulation de la liaison du [35S]GTPγS par le DAMGO est 
fortement diminuée par l’application concomitante de dNPA-NPFF bien que sa puissance de 
stimulation ne soit pas modifiée, suggérant une compétition entre les récepteurs NPFF2 et 
MOP pour un réservoir de protéines G (Gouarderes and Zajac, 2007).  
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2 - Prétraitement des  cellules 
Les expériences de co-stimulation n’ont pas révélé d’effet du NPFF sur la capacité des 
récepteurs opioïdes à activer les protéines G puisqu’on observe, dans les cellules SH1-C7 et 
SH2-D9, une complète additivité d’effet entre les agonistes opioïdes et NPFF pour la 
stimulation des protéines G. La co-stimulation des récepteurs NPFF1 ou NPFF2 ne modifie 
pas les paramètres de liaison du [35S]GTPγS (EC50 et Emax) aux protéines G activées par la 
deltorphine-I ou le DAMGO, agonistes des récepteurs DOP et MOP respectivement .  
Les effets anti-opioïdes médiés par le NPFF (sur l’inhibition des canaux calciques-voltage 
dépendants de type N, l’endocytose des récepteurs MOP induites par le DAMGO ainsi que la 
réactivation de la PLCβ par la deltorphine-I) ont été observés sur cellules entières et sont 
dépendants du temps (Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006). De même, 
l’hétérodimérisation entre les récepteurs NPFF2 et MOP dans les cellules SH2D9-MOPYFP 
est dépendante du temps. Le taux d’hétérodimérisation entre les deux récepteurs est maximal 
après 15 minutes de traitement par le 1DMe (agoniste des récepteurs NPFF2) tandis que les 
effets anti-opioïdes sur les conductances calciques sont visualisés après 30 minutes de 
prétraitement des cellules par des analogues du NPFF. Afin de mettre en évidence une 
éventuelle composante cytosolique ou temporelle aux effets anti-opioïdes du NPFF, nous 
avons donc recherché si la liaison du [35S]GTPγS stimulée par un agoniste des récepteurs 
opioïdes (DAMGO, Deltorphine-I) pouvait être modulée par un prétraitement des cellules au 
NPFF.  
 
Cette étude a été réalisée sur les cellules SH1-C7 exprimant de manière stable les 
récepteurs NPFF1. Préalablement à l’investigation des effets du NPFF, nous avons déterminé 
les paramètres permettant d’optimiser le rapport liaison totale / liaison stimulée afin 
d’observer la meilleure liaison stimulée par les agonistes possible. 
Quelque soit le ligand utilisé (NPVF, DAMGO, Deltorphine-I) la liaison stimulée la plus 
importante est obtenue en présence de 300 nM de GDP, 3 mM de MgCl2 et 5 µg de saponine. 
De même le rapport liaison totale / liaison basale optimal est obtenue pour une quantité de 
protéines totales égale à 2, 5 µg. 
Deux situations expérimentales ont été utilisées : les expériences ont été réalisées en 
présence d’une forte concentration en sodium (150 mM NaCl) ou d’une faible concentration 
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Figure 6 : Désensibilisation des réponses des 
agonistes des récepteurs opioïdes (DAMGO, 
Deltorphine-I) ou NPFF1 (NPVF) après 
prétraitement des cellules par ces agonistes (30 
minutes, 1 µM, cercles vides). La condition contrôle 
correspond à un traitement des cellules par du KRH 
pendant 30 minutes (tampon Krebs-Ringer-HEPES, 
control, cercles pleins). Les résultats représentent 
les moyennes ± S.E.M de 3 à 4 expériences réalisées 
en triple selon les conditions après déduction de la 
liaison basale du [
35
S]GTPγS. 
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en sodium (20 mM NaCl). Les résultats obtenus étant similaires entre les deux conditions, 
seuls les résultats obtenus en forte concentration de sodium (150 mM NaCl) seront présentés. 
 
a- Désensibilisation de la réponse des récepteurs. 
Dans les cellules SH1-C7 éclatées, le NPVF stimule de façon dose-dépendante la liaison 
du  [35S]GTPγS avec une EC50 égale à 347 +/- 56 nM (figure 6C, table IV). Cet effet est 
principalement médié par les protéines Gi/o puisque le prétraitement des cellules pendant 18 
heures à la toxine Pertussique à 100 ng / ml inhibe toute stimulation (figure 7).  Les réponses 
au DAMGO et à la deltorphine-I sont dose-dépendantes avec une EC50 égale à 215 +/- 56 (n = 
6) et 4,1 +/- 0,6 nM (n = 4) respectivement (figure 6A et B, table II). Ces réponses sont 
également abolies suite au prétraitement des cellules à la toxine Pertussique suggérant 
l’implication des protéines G de type Gi/o dans cet effet (figure 7).  
 
Comme pour les expériences réalisées sur préparations membranaires, les valeurs des 
EC50 du DAMGO et du NPVF sont supérieures d’un facteur 20 à celles obtenues sur d’autres 
tests pharmacologiques tels que l’inhibition de l’activité de l’adénylyl cyclase, l’inhibition des 
conductances calciques de type N ou la réactivation de la PLCβ (Kersante et al., 2006). Par 
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Figure 7 : Effet d’un prétraitement des 
cellules SH1-C7 par la toxine 
Pertussique (PTX, 100 ng / ml, 18 
heures) sur la stimulation de la liaison 
du [
35
S]GTPγS par le NPVF, le DAMGO 
ou la deltorphine-I à 1µM. Barres 
noires : en présence de PTX, barres 
blanches : en absence de PTX. Les 
résultats réprésentent la moyenne ± 
S.E.M de 2 expériences exprimées en 
cpm après déduction de la liaison basale 
du [
35
S]GTPγS. NPVF DAMGO Deltorphine-I
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contre, les puissances d’effet des agonistes des récepteurs NPFF1 ou MOP obtenues en faible 
concentration sodique (20 mM NaCl, résultats non montrés) sont comparables aux puissances 
d’effet mesurées dans ces tests (Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006). Ces résultats 
suggèrent donc que ces conditions témoignent plus des conditions physiologiques puisque ces 
deux types d’essais sont réalisés sur des cellules vivantes et / ou que les récepteurs NPFF1 et 
MOP sont généralement précouplés aux protéines G dans les cellules entières.  
 
 
Suite à un prétraitement au NPVF 1 µM pendant 30 minutes, la stimulation de la liaison 
du [35S]GTPγS  induite par le NPVF diminue faiblement (Emax = 78,9 ± 14,7 % par rapport à 
la condition contrôle à 100 %, n = 4, figure 6C, table IV) indiquant une désensibilisation 
faible mais non significative de la réponse du récepteur NPFF1. Cette absence de 
désensibilisation est en accord avec les observations faites sur les cellules SH-SY5Y 
transfectées par le récepteur NPFF2 étiqueté avec la Cyan Fluorescent Protein montrant 
l’absence d’internalisation des récepteurs NPFF2 suite à un traitement des cellules au 1DMe 
(Roumy et al., 2007).  
Le prétraitement des cellules 30 minutes par le DAMGO à 1 µM entraîne une diminution 
de l’Emax du DAMGO (62,1 ± 9,1 % par rapport au contrôle = 100 %, n = 4, p < 0,05 test t 
de Student) sans aucune modification de l’EC50 (948 +/- 525 nM, n = 4 contre 215 +/- 56 nM, 
n = 6 en condition contrôle, figure 6A et table IV). La réponse du récepteur DOP est presque 
totalement inhibée suite à un prétraitement à la deltorphine-I pendant 30 minutes (Emax = 
20,2 ± 12 % par rapport à la condition contrôle à 100 %, n = 3, p < 0,05 test t de Student) 
(figure 6B, table IV). 
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La désensibilisation de la stimulation de la liaison du [35S]GTPγS par le DAMGO pourrait 
être corrélée à une internalisation des récepteurs MOP comme il a été montré dans les cellules 
SH-SY5Y. Le traitement des cellules SH-SY5Y par des endomorphines pendant 30 minutes 
induit une diminution de moitié du nombre de récepteurs MOP de manière clathrine-
dépendant (Horner and Zadina, 2004). De plus, l’internalisation des récepteurs MOP suite à 
l’application de DAMGO a pu être directement visualisée par microscopie confocale sur les 
cellules SH-SY5Y et At20 transfectées par des récepteurs MOP étiquetés avec des variants de 
la Green Fluorescent Protein (Roumy et al., 2007) (Celver et al., 2004). Les récepteurs DOP 
sont aussi désensibilisés suite au prétraitement des cellules à la deltorphine-I pendant 30 
minutes. Comme pour les récepteurs MOP, de nombreuses études suggèrent une 
internalisation des récepteurs DOP dépendant de la nature de l’agoniste (peptides ou 
alcaloïdes) suite à l’application plus ou moins prolongée de l’agoniste (Varga et al., 2004). 
Par exemple, le traitement des cellules SK-N-BE par la Deltorphine-I pendant 30 minutes 
induit une désensibilisation de l’inhibition de la voie de l’adénylyl cyclase due en partie à une 
internalisation des récepteurs DOP (réalisation de constructions FLAG-hDOR puis 
visualisation par microscopie de fluorescence) suivie par leur dégradation dans des 
compartiments lysosomiaux (Marie et al., 2003).  
 
 
 
 
EC50 (nM) E max (% contrôle)  
DAMGO   
Contrôle 215 ± 56 100 
Prétraitement DAMGO 1 µM 948 ± 525 62,1 ± 9,1 * 
 
  
Deltorphine-I 
  
Contrôle 4,1 ± 0,6  100 
Prétraitement Deltorphine-I 1 µM  1194 ± 207 * 20,2 ± 12,0 * 
 
  
NPVF 
  
Contrôle 347 ± 56 100 
Prétraitement NPVF 1 µM 226 ± 46 78,9 ± 14,7 
 
Table IV : Désensibilisation de la stimulation de la liaison du [
35
S]GTPγS par les récepteurs DOP, MOP et 
NPFF1. Paramètres d’activation (EC50 et Emax) de la liaison du [
35
S]GTPγS stimulées par des agonistes de 
récepteurs NPFF1 (NPVF) ou opioïdes (DAMGO ou Deltorphine-I) après prétraitement des cellules par ces 
agonistes (30 minutes, 1 µM) ou du KRH (30 minutes, condition contrôle). Les Emax sont représentées en 
pourcentage par rapport aux valeurs obtenues en condition contrôle. Les EC50 et les Emax représentent les 
moyennes ± S.E.M  calculées à partir de 3 à 5 expériences réalisées en triple. *, p < 0,05 par rapport à la 
condition contrôle, test de Student pour les EC50 et p < 0,05 par rapport à 100 %, test de Student pour les Emax. 
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Dans les cellules SH1-C7 les récepteurs MOP et DOP sont soumis à un phénomène de 
désensibilisation mais pas le récepteur NPFF1. Les récepteurs NPFF1 ne sont pas exprimés de 
manière endogène dans les cellules SH-SY5Y, aussi il est envisageable que ce récepteur ne 
soit pas soumis aux mêmes mécanismes de désensibilisation que les récepteurs endogènes. En 
effet, il est clairement établi que suivant le modèle (expression homologue ou 
hétérologue), un RCPG ne se comporte pas de la même manière suite à une application 
prolongée d’agoniste. Par exemple, la morphine provoque l’internalisation des récepteurs 
MOP naturellement exprimés dans des neurones striataux de rat mais pas dans des cellules 
HEK 293 surexprimant les récepteurs (Haberstock-Debic et al., 2005). Cette différence entre 
les récepteurs opioïdes et NPFF1 pourraient aussi être dus à la nature même du récepteur ou à 
l’agoniste des récepteurs NPFF1 employé dans cette expérience qui pourrait engendrer une 
faible phosphorylation des récepteurs NPFF1, contrairement au DAMGO ou à la deltorphine 
qui entraînent une phosphorylation importante des récepteurs MOP et DOP respectivement 
(Marie et al., 2006). 
 
b- Influence du NPVF sur l’activation des récepteurs MOP et DOP 
Dans un deuxième temps nous avons voulu regarder l’effet d’un prétraitement des cellules 
par un agoniste d’un des récepteurs sur la capacité de l’autre à stimuler la liaison du 
[35S]GTPγS, afin de mettre en évidence un éventuel phénomène de désensibilisation 
hétérologue. 
Le prétraitement des cellules au NPVF à 1 µM ne modifie ni la puissance (EC50 DAMGO 
= 87 +/- 38 nM contre 215 +/- 56 nM en condition contrôle, n = 3, figure 8A, table V) ni 
l’efficacité du DAMGO à stimuler la liaison du [35S]GTPγS (Emax = 99,5 ± 7,6 % par rapport 
à la condition contrôle à 100 %, table V). Réciproquement, ni l’efficacité de stimulation de la 
liaison du [35S]GTPγS par le NPVF ni sa puissance ne sont affectées par un prétraitement des 
cellules par 1 µM de DAMGO (Emax = 134,4 ± 24,4 % par rapport à la condition contrôle à 
100 % et EC50 = 487 ± 101 nM contre 347 ± 56 nM en condition contrôle, n = 3, Table V).   
 
 104 
Figure 8 : Stimulation de la liaison du [
35
S]GTPγS sur membranes SH1-C7 par le DAMGO (A), la deltorphine-I 
(B) ou le NPVF (C et D) après prétraitement des cellules par le DAMGO, la deltorphine-I ou le NPVF (1 µM, 
30 minutes, cercles vides) ou de KRH (tampon Krebs-Ringer-HEPES, control, cercles pleins). Les résultats 
représentent les moyennes ± S.E.M de 3 à 5 expériences réalisées en triple selon les conditions après 
soustraction de la liaison basale du [
35
S]GTPγS. 
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EC50 (nM) E max (% contrôle)  
DAMGO   
Contrôle 215 ± 56 100 
Prétraitement NPVF 1 µM 87 ± 38 99,5 ± 7,6 
 
  
Deltorphine-I 
  
Contrôle 4,1 ± 0,6  100 
Prétraitement NPVF 1 µM 3,3 ± 0,6 96,8 ± 8,0 
 
  
NPVF 
  
Contrôle 347 ± 56 100 
Prétraitement DAMGO 1 µM 487 ± 101 134,3 ± 24,4 
Prétraitement Deltorphine-I 1 µM 276 ± 37 102,1 ± 12,1 
 
Table V : Paramètres d’activation (EC50 et Emax) de la liaison du [
35
S]GTPγS stimulée par des agonistes des 
récepteurs NPFF1 (NPVF) ou opioïdes (DAMGO ou Deltorphine-I) après prétraitement des cellules par ces 
agonistes (30 minutes, 1 µM) ou du KRH (30 minutes, condition contrôle). Les Emax sont représentées en 
pourcentage par rapport aux valeurs obtenues en condition contrôle. Les EC50 et les Emax représentent les 
moyennes ± S.E.M  calculées à partir de 3 à 5 expériences réalisées en triple.  
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Les paramètres de stimulation de la liaison du  [35S]GTPγS induite par la deltorphine-I ne 
sont pas altérés par un prétraitement des cellules par 1 µM de NPVF (EC50 = 3,3 ± 0,6 nM 
contre 4,1 ± 0,6 nM en condition contrôle ; Emax = 96,8 ± 8,0 % par rapport à la condition 
contrôle à 100 %, n = 5, Table V). Réciproquement, le prétraitement des cellules par 1 µM de 
deltorphine-I ne modifie ni l’EC50 ni l’Emax du NPVF pour la stimulation de la liaison du 
[35S]GTPγS (EC50 = 276 ± 37 nM contre 347 ± 56 nM en condition contrôle ; Emax = 102,1 ± 
12,1 % par rapport à la condition contrôle à 100 %, n = 5, Table V, figure 8A). 
Enfin, le prétraitement des cellules SH1-C7 par 1 µM RF9 (antagoniste des récepteurs 
NPFF1 et NPFF2) n’affecte pas la capacité du DAMGO et de la Deltorphine-I (EC50 et Emax) 
à stimuler la liaison du [35S]GTPγS (résultats non montrés). 
Sur membranes de cellules SH1-C7 prétraitées au NPVF, bien que des effets anti-opioïdes 
du NPFF aient été reportés sur ces cellules (Kersante et al., 2006), le NPVF n’exerce donc pas 
d’activité anti-opioïde sur la stimulation de la liaison du [35S]GTPγS par les agonistes 
opioïdes. 
 
L’ensemble des résultats obtenus par les expériences de liaison du [35S]GTPγS ne permet 
donc pas de mettre en évidence un effet inhibiteur des récepteurs du NPFF sur l’activation des 
protéines G induite par les agonistes des récepteurs MOP et DOP. Toutefois, ces résultats ne 
permettent pas d’affirmer avec certitude que les effets anti-opioïdes du NPFF ne se situent pas 
au niveau du couplage des récepteurs MOP aux protéines G. En effet, le [35S]GTPγS marque 
les sous-unités α des protéines G activées par un récepteur mais aussi de manière non-
spécifique. Aussi, si le NPFF modifie la nature des protéines G associées aux récepteurs 
opioïdes, cela ne pourra être visible par la technique de liaison du [35S]GTPγS. En effet, dans 
le cas de l’hétérodimère de récepteurs MOP-DOP, un couplage préférentiel des récepteurs 
avec les sous-unités de type Gαz est observé bien que les récepteurs, sous forme 
monomérique, soient principalement couplés à des protéines de type Gi/o (Fan et al., 2005). 
Une augmentation du couplage des récepteurs MOP aux protéines G stimulatrices de 
l’adénylyl cyclase est aussi observée suite à un traitement chronique à la morphine sur 
cellules CHO transfectées avec les récepteurs MOP (Chakrabarti et al., 2005). Un effet 
similaire du NPFF sur les récepteurs opioïdes pourrait expliquer les effets anti-opioïdes 
observés au niveau cellulaire (baisse de l’inhibition des conductances calciques de type N par 
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les agonistes opioïdes) qui peuvent se répercuter in vivo par une diminution de l’analgésie 
opioïde (Roumy and Zajac, 1998). 
 
L’ensemble des effets anti-opioïdes médiés par le NPFF s’exerce sur des voies de 
signalisation impliquant les sous-unités βγ des protéines G (i.e. inhibition des canaux voltage 
dépendants de type N et réactivation de la PLCβ) mais pas au niveau des sous-unités α des 
protéines G. Cette observation est confortée par un autre test pharmacologique mettant en jeu 
les sous-unités α des protéines G : dans les cellules SH2-D9, l’inhibition de l’adénylyl cyclase 
induite par le DAMGO n’est pas modifiée par un prétraitement des cellules par 1 µM de 
1DMe (Mollereau et al., 2005b). Ces résultats suggèrent donc une implication péférentielle 
des sous-unités Gβγ dans les effets anti-opioïdes du NPFF. 
 
3- Expériences d’immunoprécipitation 
Afin de visualiser les sous-unités α et β des protéines G associées au récepteur MOP et 
une éventuelle modulation par le NPFF à ce niveau, nous avons réalisé des expériences de co-
immunoprécipitation du récepteur MOP-YFP et des sous-unités Gα et Gβ associées au 
récepteur dans les cellules SH2D9-MOPYFP après prétraitement des cellules par 1 µM de 
1DMe (analogue non dégradable du NPFF). 
 
a- Immunoprécipitation du récepteur MOP-YFP avec les protéines G 
L’immunoprécipitation est réalisée sur le récepteur MOP-YFP par l’utilisation d’anticorps 
anti-GFP de souris qui reconnaissent tous les variants de la GFP tels que la YFP. Dans ces 
conditions, lors de l’analyse par western blot, les anticorps polyclonaux anti-GFP révèlent une 
bande de 110-120 kDa qui correspond au récepteur MOP fusionné à la YFP (27 kDa) et qui 
n’est pas retrouvée dans la piste correspondant au matériel non immunoprécipité (figure 8). 
La taille estimée du récepteur MOP est donc de 83 – 93 kDa comme il a été montré dans 
d’autres études de surexpression du récepteur MOP dans les cellules SH-SY5Y (Mouledous et 
al., 2005; Roumy et al., 2007). 
Dans les immunoprécipitats du récepteur MOP-YFP nous pouvons détecter les sous-unités 
αi2, αi3, αs, β et très difficilement αo (figure 9). Le récepteur est donc constitutivement couplé 
à ces protéines dans les cellules SH-SY5Y. Ceci est en accord avec la littérature puisque 
 107 
d’une part, différentes études mettent en évidence l’existence d’un complexe entre le 
récepteur MOP et les protéines G que ce soit sur systèmes hétérologues (Chakrabarti et al., 
2005), sur neurones de rat (Georgoussi et al., 1995; Rodriguez-Munoz et al., 2007a) ou par 
des techniques de GST-pulldown (partie C-terminale du récepteur MOP et extraits de striatum 
de rat, (Georgoussi et al., 2006)) et d’autre part les récepteurs MOP sont couplés à ces 
protéines G dans les cellules SH-SY5Y (Carter and Medzihradsky, 1993; Laugwitz et al., 
1993; Mollereau et al., 2005b). Dans ces cellules, une étude d’incorporation du [α-32P]GTP a 
mis en évidence un couplage préférentiel des récepteurs MOP avec les sous-unités Gαi3, bien 
qu’il se couple aussi aux sous-unités Gαi1, Gαi2 et Gαo (Laugwitz et al., 1993). Cette 
sélectivité est retrouvée dans des études de liaison du [3H]DAMGO en présence de peptides 
bloqueurs des sous-unités Gα où la liaison du [3H]DAMGO est diminuée de façon plus 
intense en présence de peptides compétiteurs des sous-unités Gαi1/2, Gαi3 par rapport aux 
peptides bloqueurs des Gαo (Mollereau et al., 2005b). Un couplage fonctionnel des récepteurs 
MOP aux protéines Gαs est aussi décrit que ce soit sur cellules SH-SY5Y (Mollereau et al., 
2005b) ou sur système hétérologue où il est notamment augmenté suite à un traitement 
chronique à la morphine dans des cellules CHO transfectées avec le récepteur MOP 
(Chakrabarti et al., 2005). 
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Figure 8 : Co-immunoprécipitation du récepteur 
MOP-YFP avec les sous-unités Gαi3 (A), Gαi2 (B), 
Gαs (C) et Gβ (A) dans les cellules SH2D9-
MOPYFP. IP représente l’immunoprécipitat 
tandis que SN-IP représente le surnageant non 
immunoprécipité. Les masses moléculaires 
apparentes indiquées sont en kDa. 
L’immunoprécipitation est réalisée avec un 
anticorps monoclonal de souris dirigé contre la 
GFP. Les western-blots sont réalisés à l’aide 
d’anticorps polyclonaux de lapin anti-GFP,  Gβ , 
Gαi2  ou Gαi3..  
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b- Effet du 1DMe sur l’association du récepteur MOP-YFP avec les protéines G 
Afin de mettre en évidence une modulation du couplage des récepteurs opioïdes aux 
protéines G par le 1DMe, les cellules SH2D9-MOPYFP ont été traitées pendant 30 minutes 
avec 1 µM de 1DMe (analogue non dégradable du NPFF) avant de réaliser les expériences 
d’immunoprécipitation. Pour chaque piste, la quantification des bandes d’intérêt a été 
normalisée par rapport au marquage du récepteur MOP-YFP immunoprécipité dans la piste 
correspondante. La comparaison entre les conditions « contrôle » et « 1DMe » est effectuée 
selon le rapport 1DMe / contrôle. 
Comme on peut le voir sur les figures 10 et 11, le prétraitement des cellules SH2D9-
MOPYFP par 1 µM de 1DMe augmente de 40 % la liaison de Gβ au récepteur MOP (1,387 ± 
0.162 comparé à 1 en condition contrôle, p < 0,05, test Wilcoxon) et de 70 ± 40 % celle de 
Gαi2 (1,735 ± 0,353 comparé à 1 en condition contrôle, p < 0,05, test Wilcoxon) mais ne 
modifie pas la quantité de sous-unités Gαi3 associées au récepteur (0,979 ± 0,135  comparé à 
1 en condition contrôle, p > 0,05, test Wilcoxon). 
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Figure 9 : Co-immunoprécipitation du récepteur 
MOP-YFP et des sous-unités Gβ (Α), Gαi2 (B) ou 
Gαi3 (C) dans les cellules SH2D9-MOPYFP 
prétraitées ou non par 1 µM 1DMe pendant 30 
minutes. L’immunoprécipitation est réalisée avec 
un anticorps monoclonal de souris dirigé contre 
la GFP. Les western-blots sont réalisés à l’aide 
d’anticorps polyclonaux de lapin anti-GFP,  Gβ , 
Gαi2  ou Gαi3. Les poids indiqués sont en kDa.   
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Figure 10 : Quantification des western-blots de 
Gβ, Gαi2 et Gαi3 co-immunoprécipités avec le 
récepteur MOP-YFP suite à un prétraitement  
des cellules SH2D9-MOPYFP par du 1DMe (1 
µM, 30 minutes) Ces résultats représentent les 
moyennes ± S.E.M de 5 à 10 expériences et sont 
exprimés par rapport au traitement contrôle 
(1). La quantification a été normalisée par 
rapport au récepteur MOP-YFP détecté dans la 
même piste.  *, p < 0,05 par rapport à 1, Test 
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Il n’a pas été possible d’étudier la modulation des sous-unités Gαs et Gαo par le 1DMe en 
raison de leur faible détection. 
 
 
Cette technique d’approche des partenaires protéiques des récepteurs MOP-YFP nous a 
permis de mettre en évidence une modulation de l’environnement des récepteurs MOP-YFP 
par le NPFF. Le prétraitement des cellules SH2D9-MOPYFP par 1 µM de 1DMe augmente de 
façon sélective le couplage des récepteurs MOP-YFP aux sous-unités αi2 et β des protéines G, 
effet qui n’était pas visualisable par les expériences de liaison du [35S]GTPγS précédemment 
décrites. Ce résultat est d’autant plus intéressant qu’il décrit une modification de l’association 
des récepteurs MOP-YFP avec les sous-unités Gβ dont les voies de signalisation, induites par 
leur dissociation des sous-unités Gα, sont modulées par le NPFF. 
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L’augmentation de ces sous-unités associées au récepteur MOP peut aussi être due à la 
formation d’hétérodimères entre les récepteurs MOP et NPFF2, cette hétérodimérisation ayant 
été mise en évidence à la fois par des techniques de FRET et des techniques de co-
immunoprécipitation (Roumy et al., 2007). En effet, dans les cellules SH2D9, les récepteurs 
NPFF2 sont fonctionnellement couplés aux protéines G de type Gi1/2 et Go puisque la 
réactivation de la voie de la PLCβ est réduite en présence de peptides bloqueurs des sous-
unités Gαi1/2 et Gαo tandis que les récepteurs MOP sont plus sélectivement couplés aux sous-
unités Gαi3 (Laugwitz et al., 1993; Mollereau et al., 2005b). Aussi une hétérodimérisation 
entre les récepteurs MOP et NPFF2 pourrait permettre un enrichissement en sous-unités Gαi1/2 
dans l’environnement du récepteur MOP.  
 
D- Conclusion et perspectives 
 
Au cours de ce travail nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires 
responsables des effets anti-opioïdes cellulaires médiés par les récepteurs NPFF1 et NPFF2. 
Pour cela nous avons créé deux modèles cellulaires d’expression des récepteurs NPFF1 et 
NPFF2 dans les cellules SH-SY5Y exprimant naturellement les récepteurs MOP, DOP et NOP 
(Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006).Sur ces cellules nous avons i) reproduit les 
effets anti-opioïdes observés sur neurones dissociés de rats (diminution par le NPFF de 
l’inhibition des conductances calciques induite par les opioïdes) et ii) mis en évidence un effet 
anti-opioïde du NPFF sur la réactivation de la voie de la Phospholipase Cβ par la deltorphine-
I. Ces cellules (SH1-C7 et SH2-D9 pour les récepteurs NPFF1 et NPFF2, respectivement) 
représentent donc des modèles de choix pour l’étude biochimique des mécanismes anti-
opioïdes du NPFF.  
 
La perte de réponse des opioïdes n’étant pas due à une modulation directe des récepteurs, 
nous avons étudié l’impact de l’activation du système NPFF sur la capacité de couplage des 
récepteurs opioïdes aux protéines G. 
Dans un premier temps, nous avons effectué des études de co-stimulation des membranes 
de ces cellules par un agoniste des récepteurs NPFF et un agoniste des récepteurs MOP ou 
DOP. Afin d’estimer l’activation des protéines G par des agonistes sélectifs des récepteurs, 
nous avons utilisé la technique de liaison du [35S]GTPγS qui se lie aux sous-unités α des 
protéines G activées (Harrison and Traynor, 2003). Dans les cellules SH1-C7 et SH2-D9 
exprimant un ratio 1 : 1 entre les récepteurs NPFF et MOP ou DOP, l’activation simultanée de 
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la liaison du [35S]GTPγS par un agoniste opioïde et NPFF révèle une complète additivité 
d’effet entre les deux agonistes, égale à la somme arithmétique de chaque effet d’un ligand 
seul que ce soit au niveau des couples de récepteurs MOP-NPFF ou DOP-NPFF. De plus, la 
co-stimulation des cellules par le NPFF ne modifie pas les paramètres de stimulation de la 
liaison du [35S]GTPγS par les agonistes opioïdes. En revanche, quand les récepteurs NPFF et 
opioïdes sont exprimés dans un ration 1 : 50 dans les cellules SH2D9-MOPYFP (cellules SH2-
D9 transfectées avec le récepteur MOP étiqueté avec la YFP, (Roumy et al., 2007)) une 
compétition pour les protéines G entre les récepteurs MOP et NPFF2 est observée. 
Ces résultats suggèrent donc l’existence d’un réservoir commun et fini en protéines G 
entre les récepteurs NPFF2 et MOP-YFP dans les cellules SH2D9-MOPYFP mais ne permet 
pas de généraliser l’effet anti-opioïde du NPFF à une compétition pour les protéines G 
puisque i) cet effet n’est pas retrouvé dans les cellules exprimant les récepteurs opioïdes natifs 
sur lesquels les effets anti-opioïdes du NPFF (sur les canaux calciques voltage-dépendants de 
type N et la voie de la PLCβ) ont été caractérisés (Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 
2006) et ii) bien que les agonistes opioïdes et NPFF activent les mêmes voies dans les cellules 
SH-SY5Y, seule l’application de NPFF inhibe les effets des opioïdes sur l’inhibition des 
conductances calciques et la réactivation de la voie de la PLCβ, suggérant un antagonisme 
fonctionnel du NPFF et non pas une compétition entre les deux systèmes pour les mêmes 
voies de signalisation (Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006). 
 
Afin de mettre en évidence une éventuelle composante cytosolique (implication de 
protéines régulatrices) et temporelle (mise en place de l’effet anti-opioïde) des effets anti-
opioïdes du NPFF sur l’activation des protéines G, nous avons étudié l’impact d’un 
prétraitement des cellules au NPFF sur la capacité des récepteurs opioïdes à activer les 
protéines G par la technique de [35S]GTPγS. Nous avons pu montrer une désensibilisation 
homologue des récepteurs MOP et DOP suite au traitement des cellules par leurs agonistes 
respectifs (DAMGO et Deltorphine-I) mais aucune désensibilisation de leur réponse après 
traitement au NPVF (agoniste des récepteurs NPFF1). De même le prétraitement des cellules 
par du NPVF ne modifie pas les paramètres de stimulation de la liaison du [35S]GTPγS induite 
par les agonistes des récepteurs opioïdes. Il semblerait donc que le prétraitement au NPFF ne 
modifie pas la capacité des récepteurs opioïdes à recruter et activer les protéines G sur 
membranes de cellules SH1-C7. 
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L’ensemble de ces données, obtenues par la technique de liaison du [35S]GTPγS, 
suggèrent que le NPFF ne médie pas ses effets anti-opioïdes via une modulation du couplage 
des récepteurs opioïdes aux protéines G, tout au moins au niveau des sous-unités Gα, comme 
cela est aussi montré au niveau d’une autre voie médiée par les sous-unités Gα. En effet, dans 
les cellules SH2-D9 et SH2D9-MOPYFP, le prétraitement des cellules par du 1DMe n’altère 
pas l’inhibition de l’adénylyl cyclase induite par le DAMGO (Mollereau et al., 2005b) 
(Catherine Mollereau, résultats non publiés).  
 
Cependant la technique de liaison du [35S]GTPγS présente des limites méthodologiques. 
Premièrement, les études de liaison du [35S]GTPγS sont réalisées sur des préparations 
membranaires regroupant des membranes plasmiques mais aussi les membranes de certains 
organelles cellulaires tels que le réticulum endoplasmique ou l’appareil de Golgi. De ce fait, 
aucune distinction ne peut être faite entre un évènement situé au niveau de la membrane 
plasmique et un évènement cytosolique et un effet du NPFF sur les récepteurs opioïdes peut 
être difficile à visualiser en raison de la forte présence des récepteurs MOP intracellulaires 
dans les cellules SH-SY5Y (Toll et al., 1997). De même, il est envisageable que l’interaction 
fonctionnelle entre les récepteurs NPFF et opioïdes soit localisée dans des microdomaines 
membranaires, interaction qui peut être masquée par l’activation de la totalité des récepteurs 
membranaires. Deuxièmement, cette technique est une mesure d’accumulation qui ne nous 
permet pas, dans les conditions utilisées, de suivre l’activation du récepteur au cours du temps 
mais sa capacité maximale à stimuler les protéines G après soixante minutes de stimulation 
par son agoniste. Aussi une modification par le NPFF de la cinétique d’activation des 
protéines G induites par la stimulation des récepteurs opioïdes ne peut être visualisée par cette 
technique.  
Une cinétique d’activation modifiée pourrait expliquer les effets anti-opioïdes observés 
sur les canaux calciques de type N et la réactivation de la PLC. En effet, si l’activation du 
récepteur NPFF retarde l’activation du récepteur MOP, cela peut se répercuter sur sa capacité 
à stimuler les protéines G et ralentir la dissociation des sous-unités Gβγ et leur action sur leurs 
effecteurs (canaux calciques de type N et PLCβ). A contrario, l’action d’une RGS, qui 
accélère l’activité GTPasique des sous-unités Gα, recrutée via le récepteur NPFF au niveau 
des protéines G activées par le récepteur MOP pourrait accélerer le retour de la protéine G à 
l’état basal (trimère Gαβγ) et donc diminuer l’effet des sous-unités Gβγ sur leurs effecteurs. 
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Une approche temporelle de l’activation des protéines G par le récepteur MOP en présence de 
NPFF paraît donc judicieuse quant à l’étude des effets anti-opioïdes du NPFF.  
 
L’équipe de Michel Bouvier a mis au point une approche de suivi des réarrangements 
conformationnels situés à l’interface entre les RCPG et les protéines G ainsi qu’entre les 
différentes sous-unités des protéines G suite à l’activation du récepteur par la technique de 
BRET (bioluminescence resonance energy transfer) (Gales et al., 2005; Gales et al., 2006). 
Cette approche est ciblée sur les récepteurs situés au niveau de la membrane plasmique 
puisqu’elle s’applique sur cellules vivantes et est basée sur le transfert de fluorescence entre 
deux partenaires, la Renilla Luciférase (R-luc) et un analogue de la GFP. Quand elle est 
activée par son substrat (coelenterazine), la R-luc émet une bioluminescence de forte énergie. 
Si une protéine de type GFP, dont le spectre d’excitation recouvre une partie du spectre 
d’émission de la luciférase, est à une distance de moins de 100 Ǻ de la luciférase, alors cette 
protéine sera excitée et un spectre d’émission de la GFP sera enregistré. Par l’étiquetage des 
sous-unités Gαi1 avec la R-luc et des sous-unités Gγ2 avec la GFP-10, C. Galés et ses 
collaborateurs ont pu suivre sur cellules HEK-293 vivantes la cinétique d’activation du 
récepteur α2-adrénergique et mettre en évidence un changement conformationnel entre les 
sous-unités Gα et Gβγ spécifique à l’activation du récepteur (Gales et al., 2006). Cette 
technique est donc d’autant plus intéressante qu’elle permet le suivi du cycle d’une protéine G 
en s’adressant à tous les acteurs du cycle (sous-unités Gα et Gβγ). Sur la base de cette étude, 
une collaboration avec Céline Galés (équipe J.-M. Sénard, I2MR, Unité INSERM 858, 
Toulouse) débute actuellement afin d’établir une cinétique d’activation du récepteur MOP en 
absence et présence d’un prétraitement au NPFF et de suivre en temps réel le réarrangement 
des sous-unités Gα et Gβγ activées par le récepteur. 
De plus, le fait que nous disposons du récepteur MOP étiqueté avec la YFP nous 
permettrait de suivre le couplage du récepteur aux protéines G étiquetées avec la luciférase en 
temps réel en présence ou absence de NPFF.  
 
Les expériences de co-immunoprécipitation réalisées avec les récepteurs MOP-YFP nous 
ont permis d’appréhender l’environnement propre du récepteur MOP. Nous avons pu montrer 
que, suite au prétraitement des cellules au NPFF, la quantité de sous-unités Gαi2 et Gβ des 
protéines G associées au récepteur MOP était augmentée. Ce résultat est d’autant plus 
intéressant que seules les voies opioïdes régulées par les sous-unités Gβγ sont altérées par le 
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NPFF. Cette augmentation pourrait être aussi le témoin de l’hétérodimérisation entre les 
récepteurs MOP et NPFF2 précédemment décrite par des techniques de FRET puisque les 
récepteurs NPFF2 sont fonctionnellement couplés aux protéines de type Gi2 dans les cellules 
SH-SY5Y (Roumy et al., 2007). Ces résultats montrent qu’une modification de 
l’environnement du récepteur MOP est quantifiable par cette technique et ouvre des axes de 
recherche quant aux effets du NPFF. 
 
L’environnement propre des RCPG est lié à l’organisation de la membrane plasmique. En 
effet, la membrane plasmique n’est pas une structure homogène mais est caractérisée par une 
organisation en microdomaines restreints au sein desquels les protéines membranaires sont 
concentrées. Ces domaines peuvent être de différentes natures et compositions. Les plus 
connus sont les Rafts ou DRM (Detergent Resistant Membranes) dont le nom provient de leur 
résistance à la solubilisation de la membrane plasmique par un détergent, généralement du 
Triton X100 (0,1 – 1 %), à 4°C. Ces domaines comportent un pourcentage plus élevé en 
cholestérol et sphyngolipides par rapport au reste de la membrane qui leur confère une 
structure plus ordonnée (Simons and Ikonen, 1997). Bien que leur existence reste 
controversée, des études suggèrent que ces domaines jouent le rôle de plate-forme de 
signalisation en concentrant les RCPG ainsi que les protéines de signalisation (protéines G, 
effecteurs des protéines G) au sein de cette structure. D’un point de vue fonctionnel, la 
colocalisation de toutes ces composantes dans les rafts pourrait jouer un grand rôle dans la 
rapidité, l’efficacité et la sélectivité de la voie de signalisation induite par un RCPG (Insel et 
al., 2005). Dans les cellules SH-SY5Y, une fraction des récepteurs MOP est localisée dans les 
rafts (Mouledous et al., 2005). Cependant, le prétraitement des cellules SH2D9-MOPYFP par 
le 1DMe (analogue non dégradable du NPFF) ne modifie pas la distribution des récepteurs 
MOP et des protéines G au niveau des rafts ((Moulédous L. et al., 2008), sous presse).  
Les microdomaines peuvent alternativement être formés par le cytosquelette d’actine ou 
de tubuline qui établit un maillage sous la membrane plasmique (membrane skeleton model) 
ou encore se lie aux protéines membranaires pour dicter leur diffusion au niveau membranaire 
(modèle de diffusion dirigée) (Suzuki et al., 2005). Les RCPG interagissent aussi avec de 
nombreuses protéines au niveau de la membrane plasmique créant ainsi une plate forme de 
signalisation qualifiée de réceptosome (Bockaert et al., 2004b).  
Il est envisageable que l’hétérodimérisation entre les récepteurs NPFF et opioïdes 
prévienne des interactions entre les récepteurs opioïdes et des protéines du cytosquelette, de 
signalisation ou d’échafaudage. Aussi l’hétérodimérisation entre les récepteurs NPFF et 
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opioïdes pourrait modifier la nature des interactions récepteur MOP - protéines de 
signalisation (i.e. canaux calciques voltage-dépendants, PLCβ, β-arrestines...) et donc limiter 
la signalisation du récepteur. Les études de co-immunoprécipitation représentent donc une 
bonne approche pour visualiser les partenaires intracellulaires dans l’environnement du 
récepteur MOP et évaluer leurs changements après traitement des cellules avec du NPFF.  
Parmi ces protéines il serait intéressant de suivre l’évolution des β-arrestines associées au 
récepteur MOP après traitement des cellules au 1DMe. Les β-arrestines jouent un grand rôle 
dans l’internalisation des RCPG puisqu’elles permettent le recrutement des protéines 
d’endocytose (clathrine, complexe AP-2) au niveau du récepteur (Moore et al., 2007). Des 
travaux récents de l’équipe ont mis en évidence un nouvel effet anti-opioïde du NPFF à ce 
niveau. Sur les cellules SH2D9-MOPYFP, l’application de 1DMe réduit la capacité du 
DAMGO à faire internaliser les récepteurs MOP bien que le 1DMe n’ait aucun effet sur les 
récepteurs MOP en absence de DAMGO (Roumy et al., 2007). Des expériences préliminaires 
ont été réalisées et mettent en évidence la présence de la β-arrestine 2 dans les 
immunoprécipitats du récepteur MOP-YFP dans les cellules SH2D9-MOPYFP, ce qui est en 
accord avec la littérature (Haberstock-Debic et al., 2005).  
De même, d’autres partenaires telles que les protéines GRK (kinases des récepteurs 
couplés aux protéines G) peuvent être étudiées par cette approche. Ces protéines sont 
recrutées au niveau du récepteur stimulé suite à l’activation des protéines G et la dissociation 
des sous-unités Gα et Gβγ et phosphorylent les RCPG pour permettre leurs interactions avec 
les β-arrestines et le découplage des récepteurs aux protéines G (Moore et al., 2007). Aussi le 
NPFF pourrait diminuer le recrutement des GRK et expliquerait ainsi l’effet anti-opioïde 
observé sur l’internalisation du récepteur MOP (Roumy et al., 2007). 
Une attention particulière peut être portée sur les partenaires de signalisation du récepteur 
MOP sur lesquels les effets anti-opioïdes du NPFF ont été recensés, tels que les canaux 
calciques voltage-dépendants de type N ou la phospholipase Cβ.  
 
Enfin, comme cité précédemment, un rôle des protéines RGS dans les effets anti-opioïdes 
du NPFF peut être envisagé. On dénombre une trentaine de protéines RGS qui ont en 
commun un domaine RGS très conservé par lequel elles accélèrent l’hydrolyse du GTP lié à 
la sous-unité Gα activée. De ce fait, elles accélèrent le retour des sous-unités Gα et Gβγ à un 
état hétérotrimérique Gαβγ et limitent la durée de la signalisation induite par l’activation d’un 
RCPG (Traynor and Neubig, 2005). Aussi le recrutement d’une RGS au niveau des récepteurs 
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opioïdes induite par le NPFF pourrait diminuer les effets des opioïdes sur leurs partenaires de 
signalisation, effet qui n’est pas visible par la technique de liaison du [35S]GTPγS puisque le 
GTPγS est non-hydrolysable.  
Parmi la grande famille des RGS, la RGS9-2 semble impliquée dans la régulation de la 
signalisation induite par les récepteurs opioïdes puisque i) elle est localisée spécifiquement 
dans les régions du SNC impliquées dans les effets opioïde (Gold et al., 1997) et ii) des souris 
invalidées pour le gène de la RGS9-2 (Knock out) sont plus sensibles à l’analgésie opioïde et 
développent une tolérance moins importante aux effets des opiacés (Zachariou et al., 2003). 
Au niveau cellulaire la surexpression de la RGS9-2 dans des cellules PC12, qui expriment les 
récepteurs MOP,  prévient l’activation de la voie des MAPKinases induite par la morphine ou 
le DAMGO (Psifogeorgou et al., 2007). De manière intéressante, sur fibroblastes d’embryons 
de souris (MEF) KO pour la RGS9-2 l’endocytose des récepteurs MOP par la morphine est 
accélérée par rapport à des MEF de souris exprimant la RGS9-2 ; tandis que la surexpression 
de la RGS9-2 dans la lignée PC12 diminue l’endocytose des récepteurs MOP induite par la 
morphine ou le DAMGO. Cela s’expliquerait par la liaison de la RGS9-2 aux β-arrestines qui 
diminuerait leur accès aux récepteurs MOP (Psifogeorgou et al., 2007). Les effets dus au 
recrutement des RGS9-2 au niveau du récepteur MOP s’apparentent donc aux effets anti-
opioïdes du NPFF. 
Une autre sous-famille des RGS pourrait jouer un rôle dans l’activité anti-opioïde du 
NPFF. La sous-famille R12 contient les RGS12 et RGS14 ; la RGS14 co-immunoprécipite 
avec le récepteur MOP dans la substance grise périaqueducale de souris (Garzon et al., 
2005a). Ces deux RGS ont en commun un domaine C-terminal RBD / GL (Rap 1/2 Binding 
Domain et GoLoco) qui lie sélectivement les sous-unités Gαi liées au GDP et préviennent 
l’échange du GDP en GTP (Kimple et al., 2002; Mittal and Linder, 2004). Aussi la présence 
de ce motif, en plus du domaine RGS permet à ces protéines de lier deux sous-unités Gα et de 
ce fait, pourraient jouer un rôle dans l’établissement ou le maintien de l’hétérodimère entre les 
récepteurs MOP et NPFF. Par ce domaine RBD / GL, la RGS14 est aussi capable de lier les 
sous-unités Gβγ (Hepler et al., 2005). Enfin, il a été récemment montré que la RGS14 
diminue l’internalisation des récepteurs MOP activés par la morphine dans des neurones de 
substance grise périaqueducale de souris en prévenant la phosphorylation des récepteurs par 
les GRK (Rodriguez-Munoz et al., 2007b). La RGS12, quant à elle, a un rôle dans la 
régulation de l’inhibition des canaux calciques voltage-dépendants de type N puisqu’elle 
rentre en compétition avec la syntaxine pour la liaison à la sous-unité α1 du canal via son 
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domaine PTB (Phospho-Tyrosine Binding) (Richman et al., 2005). La RGS12 se lie au canal 
quand il est phosphorylé tandis que la syntaxine se lie indépendamment de l’état de 
phosphorylation du canal. La liaison de la syntaxine au canal joue un rôle dans son inhibition 
voltage-dépendante puisqu’elle permet la stabilisation du dimère Gβγ et donc une inhibition 
plus longue du canal (Jarvis et al., 2000). Aussi une déstabilisation de ce complexe par la 
RGS12 pourrait diminuer l’inhibition des conductances calciques de type N par les opioïdes, 
ce qui est corrélé aux effets anti-opioïdes du NPFF sur les conductances calciques. 
Nous avons essayé d’étudier le rôle des RGS dans les effets anti-opioïdes cellulaires du 
NPFF par une approche d’atténuation de leur expression. Après électroporation des cellules 
SH2-D9 par des siRNA dirigés contre les ARNm des RGS9, 12 ou 14, nous avons regardé 
l’effet d’un prétraitement des cellules par le NPFF sur l’inhibition des canaux calciques 
voltage-dépendants de type N par le DAMGO par imagerie calcique. Des problèmes 
techniques dus à l’électroporation des cellules et une diminution de l’excitabilité des cellules 
SH-SY5Y (perte de la visualisation par imagerie calcique de l’ouverture des canaux calciques 
voltage-dépendants de type N) ont empêché l’aboutissement de ces études. Une approche 
alternative plus sensible et plus adaptée pour l’étude des conductances ioniques serait 
d’utiliser la technique de Patch Clamp planaire. Cette technique d’électrophysiologie est 
actuellement en développement au laboratoire. Elle permet i) de visualiser directement les 
conductances calciques ainsi que ii) d’utiliser des anticorps spécifiques dirigés contre les 
protéines d’intérêt directement dans le milieu intracellulaire sans besoin d’une électroporation 
préalable des cellules. Par ailleurs, nous avons aussi étudié l’association de ces protéines aux 
récepteurs MOP par des techniques de co-immunoprécipitation mais la qualité des western-
blots obtenus avec les lots d’anticorps testés n’a pas été satisfaisante. 
 
En conclusion, l’ensemble de mon travail a permis l’établissement d’un modèle cellulaire 
de l’activité anti-opioïde du récepteur NPFF1 (Kersante et al., 2006). Ce modèle a contribué à 
la dissection des mécanismes moléculaires des effets anti-opioïdes cellulaires du NPFF et a 
permis de montrer que le NPFF ne module pas l’activation des protéines G par les récepteurs 
opioïdes. Enfin, les techniques de co-immunoprécipitation développées dans ce travail 
mettent en évidence une modulation par le NPFF de l’environnement propre du récepteur 
MOP  et ouvrent des axes de recherche quant aux effets du NPFF. 
 
 
 
 PARTIE II :  
EFFET DU NPFF AU NIVEAU DE L’AIRE 
TEGMENTALE VENTRALE SUR LA 
LIBERATION INDUITE PAR LA MORPHINE 
DE DOPAMINE ET DE SEROTONINE DANS LE 
NOYAU ACCUMBENS 
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A- Introduction 
 
Les substances toxicomanogènes (opiacés, cocaïne, alcool...) sont des substances 
chimiques de nature très diverses. De ce fait, elles agissent au niveau du système nerveux 
central (SNC) et périphérique sur des cibles moléculaires distinctes. Malgré cette disparité 
pharmacologique, toutes les substances addictives convergent vers l’activation du circuit de la 
récompense dans le SNC, notamment le circuit dopaminergique mésolimbique (Nestler, 
2005). Ce réseau comprend des neurones dopaminergiques situés dans l’Aire Tegmentale 
Ventrale (VTA) et qui projettent vers les régions limbiques du prosencéphale, plus 
particulièrement le Noyau Accumbens (NAc).  
L’axe VTA-NAc (voie dopaminergique A10, Figure 1) est l’un des substrats les plus 
importants pour les effets aigus des drogues. Ces neurones sont soumis à une inhibition 
tonique par des interneurones GABAergiques de la VTA, ce qui limite la libération de 
dopamine au niveau du NAc.  
Chaque substance toxicomanogène augmente la transmission dopaminergique entre la 
VTA et le NAc via des effets directs sur les neurones dopaminergiques ou des effets indirects 
(figure 2). La cocaïne et les amphétamines agissent directement sur les synapses 
dopaminergiques. Respectivement, elles inhibent la recapture de la dopamine ou augmentent 
la libération de celle-ci par les neurones dopaminergiques au niveau du NAc. La nicotine, en 
se liant sur les récepteurs nicotiniques situés sur les neurones dopaminergiques, induit une 
activation de ces neurones conduisant à la libération de dopamine dans l’espace synaptique. 
Les opiacés tels que l’héroïne se fixent sur leurs récepteurs situés sur les interneurones 
GABAergiques de la VTA et hyperpolarisent ces neurones désinhibant ainsi les neurones 
dopaminergiques. L’alcool agit aussi sur les neurones GABAergiques en tant qu’agoniste des 
autorécepteurs GABAA au niveau des terminaisons, limitant ainsi la libération de GABA au 
niveau de la synapse et l’inhibition des neurones dopaminergiques. Enfin la nicotine et 
l’alcool pourraient aussi agir via l’activation du système opioïde endogène (Hyman et al., 
2006). 
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Figure 1 : Les deux principales voies dopaminergiques au niveau du cerveau. La Substantia 
Nigra projette au niveau du Striatum (Voie Nigrostriée A9, flèches en pointillés). L’aire 
tegmentale ventrale projette au niveau du Noyau Accumbens et de certaines régions du cortex 
préfrontal (Voie mésostriée A10, flèches pleines). D’après (Hyman et al., 2006). 
Figure 2 : Mécanisme d’action simplifié de la morphine, l’alcool, la nicotine, les stimulants et des 
cannabinoïdes sur le circuit de la récompense. L’ensemble des drogues augmente la transmission 
dopaminergique de l’aire tegmentale ventrale (VTA) vers le Noyau Accumbens (NAc). La morphine 
inhibe l’activité des interneurones GABAergiques conduisant à désinhiber les neurones 
dopaminergiques de la VTA. La morphine inhibe aussi les neurones du NAc exprimant le récepteur 
MOP. Les stimulants (cocaïne, amphétamines) induisent une accumulation de dopamine (DA) dans 
l’espace synaptique VTA-NAc en inhibant sa recapture (cocaïne) ou induisant la fusion des 
vésicules synaptiques à la membrane plasmique (amphétamines). La nicotine active les neurones 
de la VTA en se liant sur le récepteur nicotinique à l’acétylcholine (NAChR). La nicotine et 
l’alcool activeraient également le système opioïde endogène. Le mécanisme d’action de l’alcool et 
des cannabinoïdes est plus complexe puisqu’ils agiraient aussi bien au niveau de la VTA qu’au 
niveau du NAc. D’après (Hyman et al., 2006). D1R et D2R (récepteurs à la dopamine de type 1 et 
2), NMDAR (récepteur au N-Méthyl-D-Aspartate), VTA (Aire tegmentale ventrale), µ (Récepteur 
MOP). 
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Chez le rongeur, la conséquence de cette augmentation de libération de dopamine au niveau 
du NAc est l’induction d’une hyperlocomotion qui peut s’apparenter à un comportement de 
recherche d’une récompense (Nestler, 2005). 
 
Dès la fin des années 70, l’hyperlocomotion induite par les opiacés a été attribuée à une 
activation des récepteurs opioïdes au niveau de la VTA. En effet en 1979, Joyce et Iversen 
décrivaient une hyperlocomotion chez le rat induite par l’injection bilatérale de morphine au 
niveau de la VTA et bloquée par l’injection systémique de naloxone, antagoniste des 
récepteurs MOP (Joyce and Iversen, 1979). Les récepteurs DOP sont aussi impliqués dans 
cette hyperlocomotion puisque l’injection intra-VTA bilatérale de DPDPE (agonistes sélectifs 
des récepteurs DOP) induit une hyperlocomotion chez le rat (Latimer et al., 1987).  
Afin de localiser les récepteurs opioïdes, des expériences de lésions au niveau de la VTA 
ont été réalisées chez le rat. L’injection dans la VTA de 6-hydroxydopamine, qui détruit les 
neurones dopaminergiques, ne modifie pas la liaison du [
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I]DAMGO dans cette région. Par 
contre, des lésions induites dans la VTA par l’acide quinolique, qui détruit tous les neurones, 
diminuent la liaison des opioïdes (Dilts and Kalivas, 1989b). Les récepteurs MOP sont donc 
situés sur des neurones non-dopaminergiques au sein de la VTA. L’application de DAMGO 
sur coupes de VTA provoque une hyperpolarisation des neurones non-dopaminergiques tandis 
que l’application de met-enképhaline réduit la composante GABAergique inhibitrice des 
potentiels synaptiques enregistrés sur les neurones dopaminergiques (Johnson and North, 
1992). L’ensemble de ces résultats suggère qu’au niveau de la VTA, l’activation des 
récepteurs opioïdes hyperpolarise les interneurones GABAergiques réduisant ainsi l’inhibition 
tonique qu’ils exercent sur les neurones dopaminergiques qui projettent dans le Noyau 
Accumbens. 
Ceci conduit à une augmentation de la libération de dopamine au niveau du Noyau 
Accumbens. Cela est bien démontré par des études utilisant la technique de microdialyse 
cérébrale (Figure 3A). Cette technique est la seule permettant de suivre l’évolution de la 
concentration extracellulaire en composés en fonction du temps chez un animal vivant. La 
microdialyse cérébrale est fondée sur le principe de diffusion des substances hydrosolubles au 
travers d'une membrane semi-perméable (figure 3B). Elle consiste en l’insertion d’une sonde 
de dialyse au niveau de la région d’intêret et en la perfusion constante de celle-ci par un 
liquide physiologique. Les molécules, en concentration plus importante dans la région 
cérébrale passent à travers la membrane et sont collectées puis séparées par HPLC (High 
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Pressure Liquid Chromatography) couplée à un détecteur électrochimique ou infrarouge 
(Figure 3A.).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3: Principe de la microdialyse cérébrale chez le rongeur conscient non contraint. A. Le perfusat est 
injecté au niveau de la zone cérébrale d’intérêt, le dialysat est récupéré et analysé par HPLC. B. Le perfusat, 
généralement du liquide physiologique, est injecté par une microseringue au niveau de la sonde recouverte par 
une membrane de microdialyse. A ce niveau, les molécules présentes au niveau de la zone d’intêret diffusent 
selon leur gradient de concentration et passent donc à l’intérieur de la sonde. Le dialysat est récolté puis 
analysé par HPLC couplée à un détecteur électrochimique ou infrarouge. 
 
Chez le rat anesthésié, l’injection i-VTA bilatérale de DAMGO (0,1 nmoles) ou de 
DPDPE (10 nmoles) provoque une augmentation dose-dépendante du taux de dopamine et de 
ses métabolites de dégradation (DOPAC, HVA) au niveau du NAc. Cet effet est aboli après 
prétraitement des animaux par des antagonistes des récepteurs MOP (CTOP) ou DOP 
(naltrindole) respectivement (Devine et al., 1993). De plus, chez le rat non contraint, l’effet du 
DAMGO (i-VTA) est inhibé par le baclofène, agoniste des récepteurs GABAB situés sur les 
neurones dopaminergiques, que ce soit dans des tests de locomotion ou sur la libération de 
dopamine au niveau du NAc (Kalivas et al., 1990).  
L’augmentation du taux de dopamine au niveau du Noyau Accumbens est retrouvée après 
injection systémique de morphine et est corrélée avec l’apparition d’une hyperlocomotion 
chez le rat (Di Chiara and Imperato, 1988). 
 
Des études suggèrent une interaction entre les systèmes RFamides et opioïdes au niveau 
de la locomotion induite par les agonistes opioïdes (Raffa, 1989). L’administration dans les 
ventricules latéraux de faibles doses de FMRFa (0,1 – 10 µg) chez le rat ne modifie pas 
l’activité locomotrice horizontale mais bloque l’augmentation de l’activité locomotrice 
A. Perfusat Dialysat
220 µm
B. 
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horizontale induite par l’injection de morphine (i.c.v) (Raffa, 1989). Ces effets sont retrouvés 
chez la souris après administration systémique de 1DMe (70 mg / kg, analogue non 
dégradable du NPFF) (Quelven et al., 2004).  
Chez le rat, l’injection i-VTA de NPFF, bien qu’elle n’ait aucun effet par elle-même sur la 
locomotion, inhibe de manière dose-dépendante l’hyperlocomotion induite par 
l’administration i-VTA de morphine (Marco et al., 1995).  
De plus, le NPFF injecté au niveau de la VTA inhibe l’hyperlocomotion induite par le 
stress d’un nouvel environnement chez le rat. Cette hyperlocomotion est induite par une 
libération de peptides opioïdes endogènes puisqu’elle est inhibée par la naloxone (antagoniste 
non sélectif des récepteurs opioïdes) et augmentée en présence de thiorphan (i-VTA), 
inhibiteur de la dégradation des enképhalines. Par ailleurs, le NPFF inhibe l’hyperlocomotion 
induite par le thiorphan dans un nouvel environnement (Cador et al., 2002).  
Des récepteurs NPFF2 sont retrouvés au niveau de la VTA chez le rat (Allard et al., 1992; 
Gouardères et al., 2002). L’injection de 6-hydroxydopamine, qui détruit les neurones 
dopaminergiques, dans la VTA ne modifie pas la liaison du [
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I]Y8Fa bien qu’elle soit 
diminuée de 45 % après injection i-VTA d’acide iboténique (Marco et al., 1995).  
Ces travaux indiquent donc que les récepteurs NPFF2 localisés au niveau de la VTA ne 
sont pas situés sur les neurones dopaminergiques. Dans la VTA, les récepteurs opioïdes et 
NPFF seraient donc situés sur les interneurones GABAergiques responsables du tonus 
inhibiteur des neurones dopaminergiques. 
 
L’ensemble de ces travaux suggère donc que le NPFF, via l’activation des récepteurs 
situés sur les interneurones non dopaminergiques dans la VTA, exerce un antagonisme 
fonctionnel sur la signalisation des récepteurs MOP probablement situés sur les mêmes 
neurones et donc i) empêche la morphine d’inhiber les interneurones GABAergiques ou ii) 
agit directement sur les interneurones GABAergiques. Le NPFF pourrait donc induire une 
diminution du taux de dopamine au niveau du NAc mais cela n’a jamais été étudié. 
 
C’est pourquoi nous nous sommes intéressés par l’utilisation de la technique de 
microdialyse à i) la capacité du NPFF au niveau de la VTA à réguler la libération de 
dopamine dans le NAc induite par les neurones de la VTA  et ii) l’effet du NPFF au 
niveau de la VTA sur la libération de dopamine dans le NAc induite par la morphine. 
Pour faire cette étude, j’ai réalisé deux stages (durée totale de 5 mois) dans le Laboratoire 
de Neuropharmacologie dirigée par le Dr JC Chen (Chang-Gung University, Tao-Yuan, 
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Taiwan R.O.C 333) dans le cadre du « Summer Program in Taiwan » financé par le National 
Science Council de Taiwan.  
Ce travail a été réalisé chez le rat non contraint par la technique de microdialyse cérébrale. 
Une sonde de microdialyse a été placée au niveau du Shell du Noyau Accumbens. Le taux de 
dopamine et de ses métabolites a été analysé par HPLC après injection de dNPA-NPFF (i-
VTA bilatérale) et / ou injection systémique de morphine (i.p). 
 
B- Matériel et méthodes 
 
1- Matériel 
L’hydrochlorate de morphine provient du Département de la Santé, Executive Yuan, 
R.O.C (Taiwan). Le dNPA-NPFF (D.Asn-Pro-(N-Me)Ala-Phe-Leu-Phe-Gln-Pro-Gln-Arg-
Phe-NH2) a été synthétisé par l’utilisation un synthétiseur de peptides automatisé (Applied 
Biosystems model 433A) comme précédemment décrit (Mazarguil et al., 2001).Le 
chlorhydrate provient de Riedel-de-Haen, Allemagne ; la lidocaïne de AstraZeneca, France. 
Le pentobarbital, la dopamine, l’acide 3,4-hydroxyphenylacétique (DOPAC), l’acide 
homovanillique (HVA), l’acide 5-hydroxyindolacétique (5-HIAA) et la sérotonine 
proviennent de Sigma (Saint Louis, USA). L’acide perchlorique (HClO4) provient de J.T. 
Backer (Phillipsburg, NJ, USA). 
 
2- Animaux 
L’étude a été réalisée sur des rats mâles, de souche Sprague-Dawley de 250-350 g 
(Academia Sinica, Taipei, Taiwan). Avant la chirurgie, les rats sont maintenus en cage de 4 
avec de l’eau et de la nourriture ad libitum. Après la chirurgie, chaque rat est isolé dans une 
cage avec eau et nourriture ad libitum. L’animalerie suit un rythme nycthéméral 12 / 12 avec 
une phase d’éclairement de 7 h à 19 h. La température (21 ± 1 °C) et l’hygrométrie (50 % 
d’humidité) sont contrôlées. Les règles éthiques sur l’expérimentation animale fournies par le 
Chang-Gung Animal Core ont été suivies tout au long des expériences.  
 
3- Chirurgie 
Le rat est anesthésié avec une solution de Chlorhydrate 30 % + Atropine 1 mg / ml à 
raison de 1 ml /kg ainsi qu’une solution de Pentobarbital à 45 mg / ml à raison de 0,5 ml / kg. 
Après lui avoir rasé le crâne, l’animal est placé dans un appareil à Stéréotaxie.  Une injection 
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de lidocaïne à 1 % est réalisée en sous-cutanée au niveau du crâne afin de prévenir les 
saignements. 
L’emplacement des guides des canules et sondes de microdialyse est définie selon l’Atlas 
du Cerveau de Rat (Paxinos and Watson, 1996) (figure 4). Les coordonnées par rapport au 
Bregma sont les suivantes : 
 
-     canule bilatérale au niveau de l’Aire Tegmentale Ventrale (VTA) : 
A : - 0,48 cm 
L : ± 0,1 cm 
V : - 0,08 cm 
- sonde de microdialyse au niveau du « shell » du Noyau Accumbens (côté droit): 
A : + 0,17 cm 
L : - 0,07 cm 
V : - 0,74 cm 
 
Une fois les guides insérés, ils sont fixés avec du ciment dentaire sur le crâne de l’animal, 
bouchés et l’incision suturée par des agrafes. Pour prévenir toute infection, les cicatrices sont 
nettoyées par de la bétadine et une injection d’ampiciline (1 ml / kg, i.p) est réalisée. 
Le rat est laissé au repos pendant 72 heures. Pendant ce temps, l’animal est habitué à être 
manipulé deux fois par jour. 
 
4- Microdialyse in vivo 
Le jour de l’expérience, une sonde de microdialyse est insérée au niveau du Noyau 
Accumbens. La sonde (Polymicro Technologies Inc.) est construite de manière à exposer 1 
mm de membrane de dialyse (Spectra/Por
@
 hollow fiber, molecular weight cut-off : 13000 ; 
Spectrum, Houston, Texas) au noyau (1 mm de membrane dépassant de la canule guide, 
figure 4B). 
La solution de dialyse consiste en une solution de KREBS-Ringer-Phosphate (KRP, 122,9 
mM NaCl ; 4,8 mM KCl ; 0,8 mM CaCl2 ; 1,2 mM MgCl2 et 0,1 mM tampon Phosphate, pH 
7,4). La solution est perfusée dans la sonde via un tube PE-10 reliée à une pompe de 
microinjection (CMA 102 ; Stockholm, Suède) à un flux de 1 µl / min. 
Après 120 minutes d’équilibration, 3 échantillons de 20 minutes (soit 20 µl / échantillon) 
sont collectés afin de définir l’efflux de monoamines basal puis les injections sont réalisées 
(figure 1). Les échantillons sont collectés toutes les 20 minutes, acidifiés avec une solution de 
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HClO4 pour une concentration finale de 0,1 N et transférés directement dans le système HPLC 
(Beckman 125, System Gold) pour analyse des taux de dopamine et de ses métabolites. 
A. Canule bilatérale au niveau de l’Aire Tegmentale Ventrale (VTA) 
B. Sonde de microdialyse au niveau du Shell du Noyau Accumbens (AcbSh) 
Figure 4 : Emplacement des canules et de la sonde de microdialyse insérées au 
niveau de la VTA (A) et du Noyau Accumbens (B) respectivement dans le 
cerveau de rat. En vert est représentée la zone d’échange de la sonde de 
microdialyse (1 mm).  D’après l’atlas (Paxinos and Watson, 1996). 
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Equilibration 3 basales 
Insertion 
de la 
sonde collecte 
2 heures 1 heure 
dNPA / KRP   
(i-VTA ) 
20 min 
morphine (i.p) 
11 – 14 échantillons (1 / 20 min) 
HPLC HPLC 
 
 
Le dNPA-NPFF est préparé à une concentration de 7 µg / µl dans du tampon KRP et est 
injecté au niveau de la VTA à raison de 3,5 µg / côté (quantité finale = 7 µg / 5 nmoles) par 
une pompe de microinjection à un flux de 0,5 µl / min ; les canules sont retirées 4 minutes 
après l’injection. La morphine (10 mg / kg) est injectée i.p, 20 minutes après l’injection de 
dNPA-NPFF ou de KRP i-VTA dans la condition contrôle. 
Une fois l’expérience de microdialyse terminée, le rat est décapité et son cerveau est 
incubé dans une solution de formaldéhyde 10 % à 4°C pendant au moins 3 jours. Des sections 
sont alors réalisées à l’aide d’un microtome pour vérifier l’emplacement des canules et de la 
sonde de microdialyse au niveau de la VTA et du Noyau Accumbens respectivement. 
Figure 5 : Protocole expérimental utilisé pour les expériences de microdialyse cérébrale chez le rat. (i.p), intra-
péritonéale ; i-VTA, intra-VTA bilatérale. 
 
5- Analyse de la dopamine, de la sérotonine et de leurs métabolites par HPLC 
Le système HPLC (Beckman 125, System Gold) est composé d’une colonne en phase 
inverse C-18 (5 µm ODS ; 3 * 10 cm ; Beckman Instruments, Fullerton, CA), de deux pompes 
à gradients, d’une interface 406 et connecté à un détecteur électrochimique (LC-4C ; BAS 
Inc., West Lafayette, IN). Les concentrations en acide 3,4-hydroxyphenylacétique (DOPAC), 
acide homovanillique (HVA), acide 5-hydroxyindolacétique (5HIAA), sérotonine et 
dopamine sont déterminées par le détecteur électrochimique avec une phase mobile de 
composition 30 mM acide citrique, 50 mM acétate de sodium, 52,5 mM hydroxyde de 
sodium, 0,2 mM acide 1-octanesulfonique, 0,1 % acide acétique glacial et 9 % méthanol, pH 
4,6 à un flux de 1 µl / min. 
Afin de pouvoir comparer les pics, des standards (dopamine, sérotonine, DOPAC, HVA et 
5HIAA) sont préparés à une concentration de 0,0125 ng / ml dans du HClO4 à 0,1 N et passés 
dans l’HPLC au début de chaque expérience. 
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6- Analyse des résultats 
L’augmentation du taux de DOPAC et de 5HIAA induite par l’ajout de morphine et / ou 
de dNPA-NPFF est déterminée par un test de Student non-apparié de comparaison par rapport 
à 100 % (basale). Les différences entre groupes sont analysées par un test ANOVA à deux 
facteurs suivi par un test post-hoc de Bonferroni. Le traitement des données est réalisé avec le 
logiciel Prism 4 (Graph Pad Prism Software, USA). 
 
C- Résultats et discussion 
 
 
Afin d’étudier la capacité du NPFF à réguler au niveau de la VTA i) la libération de 
dopamine dans le NAc (Noyau Accumbens) ainsi que ii) l’effet du NPFF sur la libération de 
dopamine induite par la morphine dans le NAc, nous avons réalisé des expériences de 
microdialyse cérébrale chez le rat non contendu. Une sonde de microdialyse a été insérée et 
perfusée par du liquide physiologique (KRP) au niveau du NAc et les échantillons de dialyse 
ont été séparés par HPLC couplée à un détecteur électrochimique puis analysés. Cette 
technique nous permettant aussi de détecter la sérotonine et ses métabolites, nous avons pu 
suivre l’évolution des taux de dopamine et de sérotonine au cours du temps.  
La dopamine et la sérotonine sont très rapidement dégradées au niveau du SNC. Aussi 
nous n’avons pas pu les doser directement mais nous avons dosé leurs métabolites de 
dégradation, respectivement, l’acide 3,4-hydroxyphenylacétique (DOPAC) et l’acide 5-
hydroxyindolacétique (5HIAA) (figure 6).   
Tous les animaux dont la sonde de microdialyse et / ou les canules ont été mal insérées ou 
qui présentaient des problèmes au niveau du comportement (mauvais équilibre, locomotion) 
ont été exclus de l’étude. 
 
1- Effet d’une injection de dNPA-NPFF intra-VTA sur les taux de dopamine et 
sérotonine dans le Noyau Accumbens 
L’injection de NPFF au niveau de la VTA diminue l’hyperlocomotion induite par 
l’administration i-VTA de morphine (Marco et al., 1995). De plus, des récepteurs NPFF2 sont 
retrouvés dans cette région (Gouardères et al., 2002) sur des neurones non dopaminergiques 
(Marco et al., 1995). L’inhibition de l’hyperlocomotion induite par la morphine pourrait être 
due à une action directe du NPFF sur les interneurones GABAergiques de la VTA. Aussi, 
nous  avons dans un premier temps étudié l’effet d’une infusion de NPFF dans la VTA sur les 
taux de dopamine et de sérotonine au niveau du NAc. 
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Nous avons utilisé le dNPA-NPFF, agoniste très sélectif des récepteurs NPFF2 et résistant 
à la dégradation par les endopeptidases (Roussin et al., 2005). 7 µg de dNPA-NPFF 
(équivalent à 5 nmoles) ont été injectés de façon bilatérale dans la VTA à raison de 3,5 µg / 
0,5 µl de chaque côté. Cette dose a été utilisée car l’injection i.c.v de 5 nmoles de dNPA-
NPFF i) induit une hyperthermie chez la souris et ii) diminue l’analgésie induite par 5 nmoles 
de morphine i.c.v dans le test du tail-flick chez la souris (Roussin et al., 2005).  
 
A. 
B. 
Figure 6 : Voies de dégradation de la dopamine (A) et de la sérotonine (B). 
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L’injection intra-VTA de KRP (liquide physiologique, 0,5 µl / côté) ne change par les 
taux de DOPAC et de 5HIAA au niveau du NAc (résultats non montrés). 
L’injection intra-VTA de dNPA-NPFF ne modifie pas les taux de DOPAC au niveau du 
NAc (n = 7, comparaison de chaque valeur par rapport à 100, p > 0,05, Test de Student, figure 
7A).  
L’injection i-VTA de dNPA-NPFF ne modifie pas les taux de 5HIAA au niveau du NAc 
(n = 7, comparaison de chaque valeur par rapport à 100, p > 0,05, Test de Student, figure 7B). 
Ces résultats sont en accord avec des expériences réalisées par l’équipe du Pr JC Chen, 
puisque l’injection intra-VTA de NPFF (10 µg / côté) ne modifie pas les taux de DOPAC et 
de 5HIAA au niveau du NAc (résultats non publiés). De plus, ces résultats sont corrélés avec 
les données pharmacologiques du NPFF in vivo puisque l’injection intra-VTA de NPFF (0,25 
à 10 µg / côté) n’altère pas l’activité locomotrice chez le rat (Marco et al., 1995). 
 
Figure 7 : Effet d’une injection de dNPA-NPFF au niveau de la VTA (3,5 µg / côté) sur les taux de DOPAC (A) 
et de 5HIAA (B)  au niveau du Noyau Accumbens chez le rat. Les dialysats sont récupérés toutes les vingt 
minutes et analysés par HPLC couplée à un détecteur électrochimique. Les résultats représentent les moyennes 
± S.E.M des  taux de DOPAC et de 5HIAA en pourcentage par rapport au taux avant l’injection de dNPA-NPFF 
(basale) chez 7 rats. 
  
 
2- Effet d’une injection systémique de morphine sur la libération de dopamine et de  
sérotonine au niveau du Noyau Accumbens 
Afin d’étudier la modulation par le dNPA-NPFF des effets de la morphine sur la libération 
de dopamine et de sérotonine au niveau du NAc, nous avons dans un premier temps injecté de 
la morphine (10 mg / kg) par voie intra-péritonéale chez le rat. Aussi, afin de ne pas avoir de 
différences entre les conditions avec ou sans dNPA-NPFF (partie 3), une injection i-VTA de 
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KRP (liquide physiologique, 0,5 µl / côté) a été réalisée 20 minutes avant l’injection de 
morphine.  
L’injection systémique de morphine (10 mg / kg, i.p) induit une augmentation 
significative du taux de DOPAC au niveau du NAc (figure 8A, intervalles 4 à 11 
significativement différents par rapport à la basale à 100 %, n = 6, p < 0,05, Test de Student). 
Cette augmentation débute 60 minutes après l’injection et est soutenue dans le temps avec un 
effet maximal 160 minutes après l’injection (intervalle 9 : 289 ± 59 %, p < 0,05 par rapport au 
contrôle à 100 %, Test de Student). 
 Ce résultat est en accord avec la littérature puisque l’injection sous-cutanée de morphine 
chez le rat Sprague-Dawley augmente de façon dose-dépendante la libération de dopamine au 
niveau du shell du NAc (ED50 = 0,72 mg / kg), effet corrélé avec l’apparition des signes 
comportemetaux liés à la prise de morphine telle que l’hyperlocomotion (Di Chiara and 
Imperato, 1988). De même, chez les rats Lewis et Fischer 344, l’injection sous-cutanée de 5 
mg / kg de morphine augmente le taux de dopamine au niveau du NAc avec, cependant, un 
effet plus important au niveau du Shell (Cadoni and Di Chiara, 2007). 
 
Figure 8 : Modulation par le dNPA-NPFF (3,5 µg / côté de VTA) de l’effet d’une injection intra-péritonéale de 
morphine (10 mg / kg) sur les taux de DOPAC (A) et de 5HIAA (B) mesurés au niveau du Noyau Accumbens 
chez le rat. Les dialysats sont récupérés toutes les vingt minutes et analysés par HPLC couplée à un détecteur 
électrochimique. Les résultats représentent les moyennes ± S.E.M des taux de DOPAC et de 5HIAA en 
pourcentage par rapport au taux avant l’injection de dNPA-NPFF / KRP. 6 expériences ont été réalisées pour 
chaque condition. *, p < 0,05 par rapport à 100 %, test de Student. ¤, p < 0,05 et ¤¤, p < 0,01 entre la condition 
« KRP + morphine » et « dNPA + morphine », test ANOVA à deux dimensions suivi d’un test post-hoc de 
Bonferroni.  
 
L’injection systémique de morphine induit aussi une augmentation de la concentration en 
5HIAA au niveau du NAc qui est significative entre les intervalles de temps 5 à 11 (figure 8B, 
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n = 6, p < 0,05, Test de Student). L’effet maximal est obtenu 180 minutes après l’injection 
systémique de morphine (intervalle 10: 269 ± 53 %, p < 0,05, test de Student).  
Une des plus grandes populations de neurones sérotoninergiques projetant dans le Noyau 
Accumbens est retrouvée dans le Noyau du Dorsal Raphé (DRN), noyau caractérisé comme 
une région « analgésique pure » (Fardin et al., 1984; Zahm, 2000). Aussi, cette augmentation 
pourrait s’expliquer par l’action de la morphine sur un autre noyau ayant des projections 
sérotoninergiques au niveau du NAc. Les récepteurs opioïdes, plus particulièrement les 
récepteurs MOP, sont exprimés au niveau de ce noyau et leur activation joue un grand rôle 
dans les voies descendantes du contrôle de la douleur mais aussi dans les effets 
comportementaux de la morphine (Mansour et al., 1995; Sutton et al., 1997; Martin-Schild et 
al., 1999). La morphine ne stimulerait pas directement les neurones sérotoninergiques du 
DRN mais agirait via une inhibition des afférences GABAergiques contrôlant ces neurones 
sérotoninergiques (Haigler, 1978; Jolas and Aghajanian, 1997). Aussi des études de 
microdialyse cérébrale menées chez le rat montrent que l’injection de DAMGO (agoniste des 
récepteurs MOP) dans le DRN induit une augmentation de la quantité de sérotonine dans le 
NAc, effet inhibé par le β-FNA (antagoniste sélectif des récepteurs MOP) (Tao and Auerbach, 
2002a). De plus, l’injection sous-cutanée de morphine (20 mg / kg) augmente la quantité de 
sérotonine au niveau du NAc, effet atténué par l’infusion de baclofène (agoniste des 
récepteurs GABAB) au niveau du DRN (Tao and Auerbach, 2002b).  
Les effets de la morphine, observés ici, sur le taux de 5HIAA pourraient donc être dus à la 
désinhibition des neurones sérotoninergiques du DRN projetant vers le NAc.  
 
Toutefois, la morphine pourrait aussi agir indirectement sur le DRN via la stimulation de 
récepteurs opioïdes situés au niveau de la VTA. La VTA semble jouer un rôle dans 
l’analgésie opioïde. En effet, chez le rat, l’infusion i-VTA de morphine provoque une 
antinociception (Altier and Stewart, 1997, 1998). Des études de lésions spécifiques des 
neurones dopaminergiques de la VTA chez le rat montrent une diminution de l’activité des 
neurones sérotoninergiques du DRN mettant en évidence un effet excitateur des afférences 
dopaminergiques sur les neurones sérotoninergiques du DRN (Guiard et al., 2008). Aussi la 
désinhibition des neurones dopaminergiques par la morphine au niveau de la VTA pourrait 
activer les neurones sérotoninergiques du DRN. Il en résulterait donc une augmentation de la 
libération de sérotonine dans le NAc. 
Une autre voie de la VTA vers le DRN pourrait être impliquée. La VTA envoie des 
projections GABAergiques au niveau du DRN et de la substance grise périacqueducale 
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(Kirouac et al., 2004). L’activation des récepteurs opioïdes au niveau de la VTA pourrait lever 
une inhibition tonique des neurones sérotoninergiques du DRN par les neurones 
GABAergiques, augmentant de ce fait leur activité et la libération de sérotonine au niveau du 
NAc. 
 
3- Effet d’une injection intra-VTA de dNPA-NPFF sur la libération de dopamine et 
de sérotonine induite par une injection systémique de morphine au niveau du 
Noyau Accumbens 
Afin de mettre en évidence un éventuel effet du système NPFF sur la libération de 
dopamine dans le NAc induite par la morphine, 7 µg de dNPA-NPFF ont été infusés dans la 
VTA. Une injection i.p de morphine (10 mg / kg) a été réalisée vingt minutes après l’infusion 
de dNPA-NPFF. 
 
Comme il est montré dans la figure 8A, le dNPA-NPFF diminue significativement la 
quantité de DOPAC au niveau du NAc libérée par l’application de morphine. En présence de 
dNPA-NPFF, l’effet de la morphine n’est plus significativement différent de 100 % 
correspondant à la concentration basale en dopamine dans le NAc (figure 8A, p > 0,05 par 
rapport à 100, test de Student). 
Une analyse ANOVA à deux facteurs permet de mettre en évidence une différence 
significative entre les conditions « KRP + morphine » et « dNPA + morphine » (F(1,181) = 
41,12, p < 0,0001). Cette différence est particulièrement marquée entre les intervalles 8 à 10 
et 12 (intervalle 8 : effet de la morphine 280 ± 50 % et 100 ± 29 % en présence de KRP et de 
dNPA-NPFF respectivement, p < 0,001, test ANOVA à deux dimensions suivi d’un test post-
hoc Bonferroni, figure 8A). 
L’activation des récepteurs NPFF2 au niveau de la VTA diminue donc les les effets des 
opioïdes sur la libération de dopamine au niveau du NAc, ce qui serait en corrélation avec les 
observations comportementales mettant en évidence une inhibition par l’injection de NPFF i-
VTA de l’hyperlocomotion induite par les opioïdes endogènes et exogènes (Marco et al., 
1995; Cador et al., 2002).  
 
Aux vues de la figure 8B, le dNPA-NPFF injecté i-VTA (7 µg) atténue aussi 
l’augmentation de la quantité de 5HIAA au niveau du NAc induite par l’injection systémique 
de morphine (10 mg / kg, i.p). En présence de dNPA-NPFF, l’effet de la morphine n’est plus 
significativement différent de 100 % entre les intervalles 5 et 11 (p > 0,05, test de Student). 
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L’analyse ANOVA à deux dimensions révèle une différence significative entre les conditions 
« KRP + morphine » et « dNPA + morphine » (F(1,173) = 31,32, p < 0,0001) notamment au 
niveau de l’intervalle 10 (269 ± 23 % contre 85 ± 27 % respectivement, p < 0,01, test 
ANOVA à deux facteurs suivi d’un test post-hoc Bonferroni, figure 8B). 
L’activation des récepteurs NPFF2 au niveau de la VTA inhibe donc les effets de la 
morphine sur la libération de sérotonine dans le NAc. Ces résultats pourraient donc expliquer 
les effets inhibiteurs du NPFF injecté intra-VTA sur l’analgésie induite par la morphine 
injectée intra-VTA dans le test de la formaline chez le rat (Altier and Stewart, 1997). 
 
Les effets du dNPA-NPFF injecté au niveau de la VTA sur la libération de sérotonine 
induite par la morphine peuvent paraître surprenants puisque le lieu d’action des deux 
produits est probablement différent ; le dNPA-NPFF étant injecté au niveau de la VTA et les 
effets de la morphine étant probablement dus à un effet au niveau du DRN.  
Cependant, comme expliqué précédemment, des neurones de la VTA projettent au niveau 
du DRN. La VTA régule les neurones sérotoninergiques du DRN par des neurones 
dopaminergiques et GABAergiques lesquels pourraient être modulés par la morphine. Les 
effets du dNPA-NPFF injecté dans la VTA sur la libération de sérotonine dans le NAc induite 
par la morphine pourraient donc s’expliquer par un effet anti-opioïde du dNPA-NPFF sur les 
récepteurs opioïdes situés dans la VTA. Une inhibition des effets des opioïdes sur les voies 
dopaminergiques et GABAergiques projetant vers le DRN (i.e diminution de l’activité des 
neurones dopaminergiques et de l’inhibition des neurones GABAergiques induites par la 
morphine au niveau de la VTA) pourrait diminuer la libération de sérotonine au niveau du 
NAc induite par l’activation des neurones du DRN. 
 
D - Conclusion et perspectives 
 
L’ensemble de ces résultats montrent que le dNPA-NPFF injecté au niveau de la VTA ne 
module pas la libération de dopamine et de sérotonine dans le Noyau Accumbens mais éxerce 
un effet anti-opioïde sur la libération de ces amines par la morphine au niveau du NAc. Ces 
résultats permettent donc d’expliquer les effets des peptides de la famille du NPFF au niveau 
de la VTA sur l’inhibition de l’hyperlocomotion et de l’analgésie induite par les opioïdes 
endogènes et exogènes à ce niveau (Marco et al., 1995; Altier and Stewart, 1997; Cador et al., 
2002). Aussi, afin de réaliser une corrélation précise entre les résultats de microdialyse 
cérébrale et les données comportementales, l’étude des effets du dNPA-NPFF injecté intra-
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VTA sur l’hyperlocomotion et l’analgésie induite par la morphine est en cours en 
collaboration avec le laboratoire du Pr JC Chen (Chang-Gung University, Tao-Yuan, 
Taiwan). 
 
La technique de microdialyse cérébrale chez le rat non contendu nous a donc permis de 
mettre en évidence un effet du Neuropeptide FF sur les opioïdes exogènes au niveau de la 
VTA. Afin de s’assurer de la participation des récepteurs NPFF dans cet effet, il serait 
intéressant de réaliser ces mêmes expériences en présence de RF9, antagoniste des récepteurs 
NPFF (Simonin et al., 2006). De plus, l’injection de RF9 au niveau de la VTA pourrait rendre 
compte d’une inhibition tonique des effets des opioïdes endogènes et de la morphine par le 
système NPFF.  
Cador et ses collaborateurs ont mis en évidence la capacité du NPFF, injecté i-VTA, à 
diminuer les effets hyperlocomoteurs des opioïdes endogènes (Cador et al., 2002). Une étude 
de microdialyse cérébrale, utilisant des inhibiteurs d’enképhalinases tels que le thiorphan, 
pourrait être réalisée afin d’évaluer l’impact de l’activation du système NPFF sur les opioïdes 
endogènes. 
 Enfin, des expériences complémentaires pourraient être réalisées sur d’autres régions au 
niveau desquelles le NPFF module les effets des opioïdes, notamment au niveau du DRN. En 
effet, i) des récepteurs NPFF2 et opioïdes sont présents à ce niveau (Mansour et al., 1995; 
Gouardères et al., 2002), ii) le NPFF injecté à ce niveau diminue l’analgésie induite par la 
morphine bien qu’il ne présente pas d’effet propre (Dupouy and Zajac, 1997) et iii) le NPFF 
présente des effets anti-opioïdes cellulaires sur neurones dissociés de DRN de rat (Roumy and 
Zajac, 1999). Dans le DRN, le NPFF pourrait diminuer la libération de sérotonine induite par 
la morphine (Tao and Auerbach, 2002b), ce qui pourrait être dosé au niveau du Noyau 
Accumbens ou d’autres régions recevant des projections du DRN. 
 
Ces résultats mettent aussi en évidence un rôle du NPFF dans la modulation des propriétés 
toxicomanogènes de la morphine. En effet, le rôle de l’axe VTA-NAc dans les phénomènes 
de dépendance aux opiacés est clairement établi, plus particulièrement au niveau des 
phénomènes de dépendance psychologique ou addiction dont l’état se caractérise par la prise 
compulsive de drogue en dépis et connaissance des conséquences négatives de la prise 
(Hyman et al., 2006).  
Ce réseau neuronal constitue le circuit de la récompense au niveau du SNC. Dans des 
conditions normales, ce circuit est impliqué dans les phénomènes motivationnels 
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indispensables aux comportements vitaux afin d’optimiser les chances de survie de l’animal 
(Kelley, 2004). Plus précisément, le circuit de la récompense contribue à motiver l’animal 
vers la recherche de nourriture, eau ou d’opportunités d’accouplement (émotions positives) ou 
vers la fuite du danger ou de la douleur (émotions négatives). Les substances addictives sont 
capables d’altérer le fonctionnement du circuit de la récompense en exerçant un effet 
« renforçant positif » dessus. De ce fait la prise de drogue conduit chez l’animal à un 
comportement majoritairement motivé par le désir compulsif de réitérer l’expérience de la 
récompense et donc de la drogue, c’est le phénomène d’addiction.  
Un traitement chronique à la morphine provoque une sensibilisation de la voie 
dopaminergique de l’axe VTA-NAc qui contribue à la motivation de l’animal à chercher de la 
drogue (Nestler, 2005; Hyman et al., 2006). Plusieurs études mettent en évidence un effet 
inhibiteur du système NPFF sur l’addiction à la morphine. Chez la souris, la co-injection i.c.v 
de 1DMe diminue l’acquisition de la préférence de place conditionnée à la morphine 
(Marchand et al., 2006) ; tandis que chez le rat, une seule injection de NPFF bloque 
l’expression de la préférence de place chez le rat (Kotlinska et al., 2007b). De même le NPFF 
diminue l’expression de la préférence de place induite par la cocaïne chez le rat, addiction 
dont la mise en place impliquerait le système opioïde endogène (Kotlinska et al., 2008). 
Aussi, la diminution par le NPFF des effets chroniques de la morphine et de la cocaïne au 
niveau de l’axe VTA-NAc pourrait être la conséquence d’une inhibition directe de la 
signalisation opioïde par l’activation des récepteurs NPFF2 au niveau de la VTA (Marco et al., 
1995; Gouardères et al., 2002); cette inhibition se traduisant par une diminution de libération 
de dopamine au niveau du NAc comme il a été montré au cours des expériences de 
microdialyse cérébrale chez le rat.  
 
En conclusion de ce travail, j’ai pu mettre en évidence un nouvel effet anti-opioïde du 
NPFF au niveau de l’aire tegmentale ventrale qui pourrait rendre compte des effets anti-
toxicomanogènes du NPFF observés chez le rongeur (Marchand et al., 2006; Kotlinska et al., 
2007b; Kotlinska et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 CONCLUSION  
GENERALE 
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Selon le modèle développé dans les années 80 par Gillman et Lichtigfeld (Gillman and 
Lichtigfeld, 1981), il existe un équilibre homéostasique entre le système opioïde et les 
systèmes, dit, modulateurs des opioïdes, permettant une régulation fine de l’action des 
opioïdes et jouant un rôle dans l’apparition des phénomènes de dépendance et de tolérance 
aux opiacés. Le Neuropeptide FF fait partie de ces peptides neuromodulateurs de l’activité 
opioïde. De nombreuses études mettent en évidence une activité du NPFF in vivo que ce soit 
sur les effets aigus des opioïdes (analgésie, hyperlocomotion, motilité intestinale, etc) mais 
aussi sur les effets dus à la prise chronique d’opiacés (dépendance et tolérance aux opiacés) 
(Roumy and Zajac, 1998; Mollereau et al., 2005a; Marchand et al., 2006).  
 
Mon travail de thèse a consisté à étudier cette interaction fonctionnelle entre systèmes 
opioïdes et NPFF, plus particulièrement les mécanismes impliqués dans la régulation des 
réponses opioïdes par le NPFF à la fois au niveau cellulaire et à l’échelle neuronale.  
 
Une partie de ce travail a permis de mettre en évidence un nouvel exemple de régulation 
des fonctions opioïdes par le NPFF au niveau de l’aire tegmentale ventrale (VTA) chez le rat 
et d’expliquer les mécanismes par lesquels le NPFF régule les propriétés hyperlocomotrices 
de la morphine (Marco et al., 1995). En effet, des études réalisées chez le rat montrent une 
diminution de l’hyperlocomotion induite par une injection de morphine ou de thiorphan 
(inhibiteur des enképhalinases) intra-VTA par une co-injection de NPFF à ce niveau (Marco 
et al., 1995; Cador et al., 2002). Cette hyperlocomotion est due à une augmentation de la 
libération de dopamine au niveau du Noyau Accumbens (NAc) par les neurones 
dopaminergiques situés dans la VTA (Hyman et al., 2006). Aussi, en utilisant la technique de 
microdialyse cérébrale chez le rat non contendu, j’ai montré que l’activation des récepteurs 
NPFF dans la VTA inhibait la libération de dopamine induite par la morphine dans le Noyau 
Accumbens (NAc), mettant en évidence le mécanisme par lequel le NPFF inhibe les effets 
hyperlocomoteurs de la morphine. 
La modulation par le NPFF de la libération de dopamine induite par la morphine pourrait 
aussi expliquer les propriétés anti-toxicomanogènes du NPFF. En effet, la sensibilisation de la 
voie dopaminergique de l’axe VTA-NAc par les substances toxicomanogènes est impliquée 
dans l’addiction aux opiacés ; or le NPFF réduit l’acquisition et l’expression de la préférence 
de place conditionnée par la morphine chez le rongeur (Hyman et al., 2006; Marchand et al., 
2006; Kotlinska et al., 2007). Il est donc envisageable que cette inhibition soit due à une 
diminution par le NPFF de la sensibilisation de l’axe VTA-NAc induite par la morphine. 
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Par ailleurs, une modulation directe de la signalisation opioïde par le NPFF est aussi 
observée in vitro et s’apparente à un effet cellulaire de type anti-opioïde dont les mécanismes 
moléculaires sont le sujet d’étude d’une partie de l’équipe. Cet effet anti-opioïde cellulaire a 
d’ailleurs été mis en évidence dans l’équipe sur neurones dissociés de rat exprimant 
naturellement les récepteurs NPFF1 (Noyau Périventriculaire de l’Hypothalamus) ou NPFF2 
(Noyau du Dorsal Raphé) et les récepteurs opioïdes sur lesquels l’application d’analogues du 
NPFF diminue l’inhibition des canaux calciques voltage-dépendants de type N induite par les 
opioïdes (Roumy and Zajac, 1999; Roumy et al., 2003). Aussi, afin d’étudier plus finement ce 
« dialogue » entre les récepteurs opioïdes et NPFF au niveau cellulaire, des modèles 
d’expression des récepteurs du NPFF ont été créés dans la lignée de neuroblastome SH-
SY5Y, validés pour reproduire l’activité anti-opioïde du NPFF observé sur neurones 
(Mollereau et al., 2005b; Kersante et al., 2006) et sur lesquels j’ai étudié l’effet anti-opioïde 
au niveau des protéines G.  
L’ensemble des résultats obtenus au cours de ma thèse met en évidence pour la première 
fois une modification de l’environnement membranaire du récepteur MOP induit par 
l’activation des récepteurs NPFF. En effet, bien que le traitement des cellules par un analogue 
du NPFF n’altère pas la capacité des récepteurs opioïdes à activer les protéines G (utilisation 
de la technique de liaison du [
35
S]GTPγS), des expériences d’immunoprécipitation du 
récepteur MOP montrent une modification de la quantité de sous-unités des protéines G 
associées au récepteur opioïde induite par la stimulation des récepteurs NPFF. 
Ces travaux pourraient conforter les données récemment obtenues dans l’équipe par des 
études de FRAP à rayon variable (fluorescence recovery after photobleaching) permettant 
d’étudier la dynamique membranaire des protéines. En effet, l’activation des récepteurs 
NPFF2 augmente la dynamique latérale du récepteur MOP réduisant ainsi le confinement de 
ces récepteurs dans des domaines restreints (Roumy et al., 2007). Il est clairement établi que 
la membrane plasmique n’est pas une entité homogène et que les RCPG seraient localisés 
dans des zones particulières qui constituent des plateformes de signalisation dues à une 
organisation lipidique particulière (rafts) ou à un maillage créé par les protéines du 
cytosquelette et qui concentrent les partenaires de signalisation des RCPG (Simons and 
Ikonen, 1997; Suzuki et al., 2005). Aussi, même si l’on sait que les effets anti-opioïdes du 
NPFF n’impliquent pas les rafts (Moulédous L. et al., 2008), on peut supposer que la 
diminution de la réponse opioïde induite par le NPFF est due à une relocalisation des 
récepteurs MOP hors de ces domaines. 
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Figure 9 : Modèle d’effet anti-opioïde 
cellulaire. A. En absence d’activation des 
récepteurs NPFF1/2, les récepteurs 
opioïdes sont localisés dans des 
plateformes de signalisation qui leur 
permettent d’interagir avec leurs 
partenaires de signalisation tels que les 
canaux calciques voltage-dépendant de 
type N, la Phospholipase Cβ ou les β-
arrestines. B L’activation des récepteurs 
NPFF1/2 induit une hétérodimérisation 
entre les récepteurs NPFF et opioïdes. 
Cette hétérodimérisation déplace les 
récepteurs opioïdes de leur plateforme de 
signalisation, limitant ainsi l’activation / le 
recrutement de leurs partenaires de 
signalisation et donc la signalisation 
opioïde proprement dite. D’après 
(Kersanté et al., 2006), (Mollereau et al., 
2005) et (Roumy et al., 2007).  
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Aux vues des résultats de ma thèse combinés aux données de l’équipe, un modèle simple 
de mécanisme moléculaire de l’effet anti-opioïde du NPFF peut donc être proposé (figure 9). 
En absence de NPFF, les récepteurs MOP sont localisés au niveau de la membrane plasmique 
dans des plateformes de signalisation regroupant, entre autre,  les canaux calciques voltage-
dépendants de type N, la phospholipase Cβ ainsi que la β-arrestine. La stimulation des 
récepteurs du NPFF favorise une hétérodimérisation des récepteurs NPFF avec les récepteurs 
MOP (Roumy et al., 2007). Cette hétérodimérisation a pour conséquence de relocaliser les 
récepteurs MOP à l’extérieur de ces plateformes.  De ce fait, la capacité des récepteurs MOP à 
activer ou recruter ses partenaires de signalisation est altérée et la signalisation opioïde est 
diminuée. 
 
 
Ce modèle de régulation est basé sur des expériences réalisées sur lignées cellulaires 
transfectées et non différenciées. Cependant, on sait que dans les neurones matures des 
plateformes de signalisation existent (i.e au niveau des synapses). Il serait donc intéressant 
d’étudier la réorganisation de l’environnement proche du récepteur MOP par le NPFF dans les 
neurones qui expriment les récepteurs NPFF et opioïdes et sur lesquels les effets modulateurs 
du NPFF ont été caractérisés tels que les neurones du Noyau du Dorsal Raphé (Roumy and 
Zajac, 1999), ce qui nous permettrait de valider ce modèle de mécanisme anti-opioïde 
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cellulaire du NPFF. Cependant il n’existe pas à l’heure actuelle d’anticorps qui permettent 
d’immunoprécipiter les récepteurs opioïdes et NPFF. 
 
Ce modèle pourrait aussi rendre compte de certains effets modulateurs du système opioïde 
in vivo comme par exemple au niveau du Noyau du Dorsal Raphé (Mollereau et al., 2005a). 
L’injection de 1DMe (analogue stable du NPFF) dans le Noyau du Dorsal Raphé, région 
analgésique pure (Fardin et al., 1984), diminue l’analgésie induite par l’injection de morphine 
à ce niveau chez le rat (Dupouy and Zajac, 1995). De plus, sur neurones dissociés du Noyau 
du Dorsal Raphé de rat qui co-expriment les récepteurs NPFF2 et opioïdes, le NPFF exerce 
une activité anti-opioïde sur l’inhibition des canaux calciques voltage-dépendants de type N, 
cette inhibition étant l’un des grands mécanismes mis en jeu dans la diminution du message 
nociceptif par les opioïdes (Figure 10B, (Roumy and Zajac, 1999)). Il est donc raisonnable de 
penser que les effets modulateurs du NPFF in vitro sont la cause de l’inhibition de l’analgésie 
morphinique par le NPFF au niveau du Noyau du Dorsal Raphé ; ces données renforcent la 
nécessité de l’étude de l’environnement proche des récepteurs opioïdes dans les neurones du 
Noyau du Dorsal Raphé après traitement des neurones par le NPFF. 
Une corrélation entre effets modulateurs du NPFF in vivo et in vitro est aussi envisageable 
au niveau des cornes dorsales de la moelle épinière chez le rat (figure 10C). L’injection 
intrathécale de NPFF induit une analgésie dose-dépendante, de longue durée et réversée par la 
naloxone (Gouardères et al., 1993). Ces effets « pro-opioïdes » s’expliquent au niveau 
cellulaire par un antagonisme fonctionnel des récepteurs du NPFF sur les autorécepteurs DOP 
présynaptiques responsables de l’inhibition de la libération de met-enképhaline au niveau 
spinal (Mauborgne et al., 2001).  
 
Au niveau de la VTA, les récepteurs NPFF2 et MOP semblent localisés sur les 
interneurones GABAergiques qui inhibent de façon tonique les neurones dopaminergiques 
projetant vers le NAc (Dilts and Kalivas, 1989; Marco et al., 1995). De plus, aux vues des 
résultats obtenus par la technique de microdialyse cérébrale chez le rat, l’activation des 
récepteurs NPFF au niveau de la VTA n’a aucun effet propre sur la libération de dopamine et 
de sérotonine au niveau du NAc suggérant que les effets anti-opioïdes du NPFF au niveau de 
la VTA ne sont pas dus à une modulation directe de l’activité des interneurones 
GABAergiques. Il est donc envisageable que les effets du NPFF sur la libération de dopamine 
et de sérotonine au niveau du NAc par la morphine soient la conséquence d’un antagonisme 
fonctionnel des récepteurs opioïdes situés sur les interneurones GABAergiques de la VTA  
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Figure 10 : Représentation schématique de quelques effets modulateurs des opioïdes par le NPFF. A, 
au niveau de l’aire tegmentale ventrale chez le rat, les récepteurs NPFF2 présents sur les 
interneurones GABAergiques pourraient moduler la signalisation des récepteurs MOP situés sur ces 
mêmes neurones réduisant ainsi la désinhibition des neurones dopaminergiques l’aire tegmentale 
ventrale qui projettent au niveau du Noyau Accumbens. De ce fait, le NPFF pourrait diminuer les 
effets renforçants des opiacés responsables des phénomènes de dépendance. B, Sur neurones 
dissociés du Noyau du Dorsal Raphé (DR), le NPFF n’a pas d’effet propre mais diminue l’inhibition 
des courants calciques voltage-dépendants de type N induite par la nociceptine. La conséquence de 
ce blocage est une inhibition de l’analgésie morphinique quand le NPFF est co-injecté avec la 
morphine au niveau du Noyau du Dorsal Raphé. C, Au niveau des cornes dorsales de la moelle 
épinière, le NPFF bloque les autorécepteurs DOP présynaptiques reponsables de l’inhibition de la 
libération de met-enképhaline (Metenk). L’augmentation de la libération de met-enképhaline induit 
une analgésie opioïde de longue durée par la liaison de met-enképhaline sur les récepteurs MOP 
postsynaptiques. (          : inhibition). D’après (Mollereau et al., 2005a).  
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(figure 10A) ; selon notre modèle d’anti-opioïde cellulaire, l’activation des récepteurs NPFF2 
pourrait modifier l’environnement proche des récepteurs MOP et réduire ainsi l’inhibition des  
interneurones GABAergiques par les opioïdes. Un exemple de réduction par le NPFF de 
l’inhibition des interneurones GABAergiques par la morphine a d’ailleurs été mis en évidence 
par électrophysiologie sur coupes d’hippocampe de rat (Miller and Lupica, 1997). Une 
approche similaire pourrait être utilisée afin de mettre en évidence un effet anti-opioïde 
cellulaire du NPFF au niveau de la VTA qui pourrait être la base de l’inhibition par le NPFF 
des effets hyperlocomoteurs et addictifs des opiacés. Cette approche pourrait par la suite être 
complétée par une étude biochimique de l’environnement du récepteur MOP situés sur les 
interneurones GABAergiques de la VTA après traitement des neurones au NPFF.  
Cependant, bien que l’ensemble de la littérature suggère une localisation similaire entre 
les récepteurs opioïdes et NPFF au niveau des régions sur lesquelles les effets modulateurs 
des opioïdes par le NPFF ont été mis en évidence telles que la VTA, aucune colocalisation 
formelle entre les récepteurs n’a été démontrée. Aussi une des grandes perspectives de ce 
travail, plus particulièrement au niveau de la VTA, serait de démontrer la présence conjointe 
des récepteurs opioïdes et NPFF au niveau cellulaire. Pour cela des anticorps dirigés contre 
les récepteurs opioïdes et NPFF sont en cours de préparation au laboratoire. Une autre 
approche pourrait être l’utilisation de ligands des récepteurs opioïdes et NPFF fluorescents. 
Le marquage fluorescent pourrait être étudié par une approche d’imagerie confocale sur 
coupes de tissu nerveux.  
 
En conclusion, l’ensemble de ce travail s’inscrit dans l’étude de la régulation de la 
signalisation opioïde par le système NPFF. La compréhension des effets du neuropeptide FF 
pourrait permettre de mieux appréhender les effets des opioïdes, notamment dans la douleur 
mais aussi les phénomènes d’addiction aux opiacés. 
 REFERENCES  
BIBLIOGRAPHIQUES 
 
 142 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 
A 
Aarnisalo AA, Panula P (1995) Neuropeptide FF-containing efferent projections from the 
medial hypothalamus of rat: a phaseolus vulgaris leucoagglutinin study. Neuroscience 
65:175-192. 
Agler HL, Evans J, Tay LH, Anderson MJ, Colecraft HM, Yue DT (2005) G protein-gated 
inhibitory module of N-type (ca(v)2.2) ca2+ channels. Neuron 46:891-904. 
Allard M, Zajac J-M, Simonnet G (1992) Autoradiographic distribution of receptors to 
FLFQPQRFamide, a morphine-modulating peptide, in rat central nervous system. 
Neuroscience 49:101-116. 
Allard M, Labrouche S, Nosjean A, Laguzzi P (1995) Mechanisms underlying the 
cardiovascular responses to peripheral administration of NPFF in the rat. J Pharmacol 
Exp Ther 274:577-583. 
Allard M, Geoffre S, Legendre P, Vincent JD, Simonnet G (1989) Characterization of rat 
spinal cord receptors to FLFQPQRFamide, a mammalian morphine modulating 
peptide: a binding study. Brain Res 500:169-176. 
Allard M, Theodosis DT, Rousselot P, Lombard MC, Simonnet G (1991) Characterization 
and localization of a putative morphine-modulating peptide, FLFQPQRFamide, in the 
rat spinal cord: biochemical and immunohistochemical studies. Neuroscience 40:81-
92. 
Alt A, Clark MJ, Woods JH, Traynor JR (2002) Mu and Delta opioid receptors activate the 
same G proteins in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Br J Pharmacol 135:217-
225. 
Altier N, Stewart J (1997) Neuropeptide FF in the VTA blocks the analgesic effects of both 
intra-VTA morphine and exposure to stress. Brain Res 758:250-254. 
Altier N, Stewart J (1998) Dopamine receptor antagonists in the nucleus accumbens attenuate 
analgesia induced by ventral tegmental area substance P or morphine and by nucleus 
accumbens amphetamine. J Pharmacol Exp Ther 285:208-215. 
 143 
Arima H, Murase T, Kondo K, Iwasaki Y, Oiso Y (1996) Centrally administered neuropeptide 
FF inhibits arginine vasopressin release in conscious rats. Endocrinology 137:1523-
1529. 
Arnot MI, Stotz SC, Jarvis SE, Zamponi GW (2000) Differential modulation of N-type 1B 
and P/Q-type 1A calcium channels by different G protein subunit isoforms. J Physiol 
527 Pt 2:203-212. 
Askwith CC, Cheng C, Ikuma M, Benson C, Price MP, Welsh MJ (2000) Neuropeptide FF 
and FMRFamide potentiate acid-evoked currents from sensory neurons and proton-
gated DEG/ENaC channels. Neuron 26:133-141. 
B 
Ballet S, Mauborgne A, Gouarderes C, Bourgoin AS, Zajac J-M, Hamon M, Cesselin F 
(1999) The neuropeptide FF analogue, 1DMe, enhances in vivo met-enkephalin 
release from the rat spinal cord. Neuropharmacology 38:1317-1324. 
Ballet S, Braz J, Mauborgne A, Bourgoin S, Zajac JM, Hamon M, Cesselin F (2002) The 
neuropeptide FF analogue, 1DMe, reduces in vivo dynorphin release from the rat 
spinal cord. J Neurochem 81:659-662. 
Barrett CF, Rittenhouse AR (2000) Modulation of N-type calcium channel activity by G-
proteins and protein kinase C. J Gen Physiol 115:277-286. 
Becamel C, Alonso G, Galeotti N, Demey E, Jouin P, Ullmer C, Dumuis A, Bockaert J, Marin 
P (2002) Synaptic multiprotein complexes associated with 5-HT(2C) receptors: a 
proteomic approach. EMBO J 21:2332-2342. 
Berman DM, Wilkie TM, Gilman AG (1996) GAIP and RGS4 are GTPase-activating proteins 
for the Gi subfamily of G protein alpha subunits. Cell 86:445-452. 
Bertaso F, Ward R, Viard P, Milligan G, Dolphin A (2003) Mechanism of Action of Gq to 
Inhibit Gβγ Modulation of CaV2.2 Calcium Channels: Probed by the Use of Receptor-
Gα Tandems. Mol Pharmacol 63:832-843. 
 
Biedler JL, Roffler-Tarlov S, Schachner M, Freedman LS (1978) Multiple neurotransmitter 
synthesis by human neuroblastoma cell lines and clones. Cancer Res 38:3751-3757. 
Billinton A, Ige AO, Wise A, White JH, Disney GH, Marshall FH, Waldvogel HJ, Faull RL, 
Emson PC (2000) GABA(B) receptor heterodimer-component localisation in human 
brain. Brain Res Mol Brain Res 77:111-124. 
 144 
Bilsky EJ, Montegut MJ, Delong CL, Reid LD (1992) Opioidergic modulation of cocaine 
conditioned place preferences. Life Sci 50:PL85-90. 
Bockaert J, Pin JP (1999) Molecular tinkering of G protein-coupled receptors: an evolutionary 
success. EMBO J 18:1723-1729. 
Bockaert J, Marin P, Dumuis A, Fagni L (2003) The 'magic tail' of G protein-coupled 
receptors: an anchorage for functional protein networks. FEBS Lett 546:65-72. 
Bockaert J, Fagni L, Dumuis A, Marin P (2004a) GPCR interacting proteins (GIP). Pharmacol 
Ther 103:203-221. 
Bockaert J, Claeysen S, Bécamel C, Pinloche S, Dumuis A (2002) G Protein-Coupled 
Receptors: Dominant Players in Cell-Cell Communication. Int Rev Cytol 212:63-132. 
Bockaert J, Roussignol G, Becamel C, Gavarini S, Joubert L, Dumuis A, Fagni L, Marin P 
(2004b) GPCR-interacting proteins (GIPs): nature and functions. Biochem Soc Trans 
32:851-855. 
Boersma CJC, Sonnemans MAF, Leeuwen FWV (1993) Immunocytochemical localization of 
Neuropeptide FF (FMRFAmide-like peptide) in the hypothalamo-neurohypophyseal 
system of Wistar and Brattleboro rats by light and electron microscopy. J Comp 
Neurol 336:555-570. 
Bohn LM, Lefkowitz RJ, Gainetdinov RR, Peppel K, Caron MG, Lin FT (1999) Enhanced 
morphine analgesia in mice lacking beta-arrestin 2. Science 286:2495-2498. 
Bokoch GM, Katada T, Northup JK, Ui M, Gilman AG (1984) Purification and properties of 
the inhibitory guanine nucleotide-binding regulatory component of adenylate cyclase. 
J Biol Chem 259:3560-3567. 
Bonini JA, Jones KA, Adham N, Forray C, Artymyshyn R, Durkin MM, Smith KE, Tamm 
JA, Boteju LW, Lakhlani PP, Raddatz R, Yao WJ, Ogozalek KL, Boyle N, Kouranova 
EV, Quan Y, Vaysse PJ, Wetzel JM, Branchek TA, Gerald C, Borowsky B (2000) 
Identification and characterization of two G protein-coupled receptors for 
neuropeptide FF. J Biol Chem 275:39324-39331. 
Bonnard E, Mazarguil H, Zajac JM (2002) Peptide nucleic acids targeted to the mouse 
proNPFF(A) reveal an endogenous opioid tonus. Peptides 23:1107-1113. 
 145 
Bonnard E, Burlet-Schiltz O, Monsarrat B, Girard J-P, Zajac J-M (2003) Identification of 
proNeuropeptideFFA peptides processed in neuronal and non-neuronal cells in 
nervous tissue. Eur J Biochem 270:4187-4199. 
Bonnard E, Burlet-Schiltz O, Frances B, Mazarguil H, Monsarrat B, Zajac J-M, Roussin A 
(2001) Identification of neuropeptide FF-related peptides in rodent spinal cord. 
Peptides 22:1085-1092. 
Bourinet E, Soong TW, Stea A, Snutch TP (1996) Determinants of the G protein-dependent 
opioid modulation of neuronal calcium channels. Proc Natl Acad Sci U S A 93:1486-
1491. 
Bunemann M, Frank M, Lohse MJ (2003) Gi protein activation in intact cells involves subunit 
rearrangement rather than dissociation. Proc Natl Acad Sci U S A 100:16077-16082. 
Burlet-Schiltz O, Mazarguil H, Sol JC, Chaynes P, Monsarrat B, Zajac JM, Roussin A (2002) 
Identification of neuropeptide FF-related peptides in human cerebrospinal fluid by 
mass spectrometry. FEBS Lett 532:313-318. 
Burstein ES, Spalding TA, Brann MR (1998) The second intracellular loop of the m5 
muscarinic receptor is the switch which enables G-protein coupling. J Biol Chem 
273:24322-24327. 
C 
Cabrera-Vera TM, Hernandez S, Earls LR, Medkova M, Sundgren-Andersson AK, Surmeier 
DJ, Hamm HE (2004) RGS9-2 modulates D2 dopamine receptor-mediated Ca2+ 
channel inhibition in rat striatal cholinergic interneurons. Proc Natl Acad Sci U S A 
101:16339-16344. 
Cadoni C, Di Chiara G (2007) Differences in dopamine responsiveness to drugs of abuse in 
the nucleus accumbens shell and core of Lewis and Fischer 344 rats. J Neurochem 
103:487-499. 
Cador M, Marco N, Stinus L, Simonnet G (2002) Interaction between neuropeptide FF and 
opioids in the ventral tegmental area in the behavioral response to novelty. 
Neuroscience 110:309-318. 
Campbell V, Berrow NS, Fitzgerald EM, Brickley K, Dolphin AC (1995) Inhibition of the 
interaction of G protein G(o) with calcium channels by the calcium channel beta-
subunit in rat neurones. J Physiol 485:365-372. 
 146 
Canals M, Milligan G (2008) Constitutive activity of the cannabinoid CB1 receptor regulates 
the function of co-expressed Mu opioid receptors. J Biol Chem. 
Carabelli V, Lovallo M, Magnelli V, Zucker H, Carbone E (1996) Voltage-dependent 
modulation of single N-Type Ca2+ channel kinetics by receptor agonists in IMR32 
cells. Biophys J 70:2144-2154. 
Carter BD, Medzihradsky F (1993) Go mediates the coupling of the mu opioid receptor to 
adenylyl cyclase in cloned neural cells and brain. Proc Natl Acad Sci U S A 90:4062-
4066. 
Catarsi S, Babinski K, Seguela P (2001) Selective modulation of heteromeric ASIC proton-
gated channels by neuropeptide FF. Neuropharmacology 41:592-600. 
Catterall WA (1998) Structure and function of neuronal Ca2+ channels and their role in 
neurotransmitter release. Cell Calcium 24:307-323. 
Catterall WA (2000) Structure and regulation of voltage-gated Ca2+ channels. Annu Rev Cell 
Dev Biol 16:521-555. 
Catterall WA, Perez-Reyes E, Snutch TP, Striessnig J (2005) International Union of 
Pharmacology. XLVIII. Nomenclature and structure-function relationships of voltage-
gated calcium channels. Pharmacol Rev 57:411-425. 
Celver J, Xu M, Jin W, Lowe J, Chavkin C (2004) Distinct domains of the mu-opioid receptor 
control uncoupling and internalization. Mol Pharmacol 65:528-537. 
Chakrabarti S, Regec A, Gintzler AR (2005) Biochemical demonstration of mu-opioid 
receptor association with Gsalpha: enhancement following morphine exposure. Brain 
Res Mol Brain Res 135:217-224. 
Chakrabarti S, Prather PL, Yu L, Law PY, Loh HH (1995) Expression of the mu-opioid 
receptor in CHO cells: ability of mu-opioid ligands to promote alpha-
azidoanilido[32P]GTP labeling of multiple G protein alpha subunits. J Neurochem 
64:2534-2543. 
Chalecka-Franaszek E, Weems HB, Crowder AT, Cox BM, Cote TE (2000) 
Immunoprecipitation of high-affinity, guanine nucleotide-sensitive, solubilized mu-
opioid receptors from rat brain: coimmunoprecipitation of the G proteins G(alpha o), 
G(alpha i1), and G(alpha i3). J Neurochem 74:1068-1078. 
 147 
Chan JS, Chiu TT, Wong YH (1995) Activation of type II adenylyl cyclase by the cloned mu-
opioid receptor: coupling to multiple G proteins. J Neurochem 65:2682-2689. 
Chen C, Li J, Bot G, Szabo I, Rogers TJ, Liu-Chen LY (2004) Heterodimerization and cross-
desensitization between the mu-opioid receptor and the chemokine CCR5 receptor. 
Eur J Pharmacol 483:175-186. 
Chen JC, Li JY, Liang KW, Huang YK (1999) Neuropeptide FF potentiates the behavioral 
sensitization to amphetamine and alters the levels of neurotransmitters in the medial 
prefrontal cortex Brain Res 816:220-224. 
Chen L, Zou S, Lou X, Kang H (2000a) Different stimulatory opioid effects on intracellular 
Ca(2+) in SH-SY5Y cells. Brain Res 882:256-265. 
Chen X, Zidichouski JA, Harris KH, Jhamandas JH (2000b) Synaptic actions of neuropeptide 
FF in the rat parabrachial nucleus: interactions with opioid receptors. J Neurophysiol 
84:744-751. 
Chen Y, Mestek A, Liu J, Hurley JA, Yu L (1993) Molecular cloning and functionnal 
expression of a µ-opioid receptor from rat brain. Mol Pharmacol 44:8-12. 
Cheng ZJ, Yu QM, Wu YL, Ma L, Pei G (1998) Selective interference of beta-arrestin 1 with 
kappa and delta but not mu opioid receptor/G protein coupling. J Biol Chem 
273:24328-24333. 
Connor M, Henderson G (1996) delta- and mu-opioid receptor mobilization of intracellular 
calcium in SH-SY5Y human neuroblastoma cells. Br J Pharmacol 117:333-340. 
Connor M, Christie MD (1999) Opioid receptor signalling mechanisms. Clin Exp Pharmacol 
Physiol 26:493-499. 
Connor M, Yeo A, Henderson G (1996) The effect of nociceptin on Ca2+ channel current and 
intracellular Ca2+ in the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line. Br J Pharmacol 
118:205-207. 
Cox BM, Weinstock M (1966) The effect of analgesic drugs on the release of acetylcholine 
from electrically stimulated guinea-pig ileum. Br J Pharmacol Chemother 27:81-92. 
Crain SM, Shen KF (1998) Modulation of opioid analgesia, tolerance and dependence by Gs-
coupled, GM1 ganglioside-regulated opioid receptor functions. Trends Pharmacol Sci 
19:358-365. 
 148 
Cvejic S, Devi LA (1997) Dimerization of the delta opioid receptor: implication for a role in 
receptor internalization. J Biol Chem 272:26959-26964. 
D 
Dascal N (2001) Ion-channel regulation by G proteins. Trends Endocrinol Metab 12:391-398. 
De Vries L, Mousli M, Wurmser A, Farquhar MG (1995) GAIP, a protein that specifically 
interacts with the trimeric G protein G alpha i3, is a member of a protein family with a 
highly conserved core domain. Proc Natl Acad Sci U S A 92:11916-11920. 
De Waard M, Liu H, Walker D, Scott VE, Gurnett CA, Campbell KP (1997) Direct binding of 
G-protein betagamma complex to voltage-dependent calcium channels. Nature 
385:446-450. 
Decker B, Vadokas B, Kutschenreuter U, Golenhofen K, Voigt K, McGregor GP, Mandrek K 
(1997) Action of FMRFamide-like peptides on porcine gastrointestinal motility in 
vitro. Peptides 18:1531-1537. 
Demichel P, Rodriguez JC, Roquebert J, Simonnet G (1993) NPFF, a FMRF-NH2-like 
peptide, blocks opiate effects on ileum contractions. Peptides 14:1005-1009. 
Deng HB, Yu Y, Pak Y, O'Dowd BF, George SR, Surratt CK, Uhl GR, Wang JB (2000) Role 
for the C-terminus in agonist-induced mu opioid receptor phosphorylation and 
desensitization. Biochemistry (Mosc) 39:5492-5499. 
Desprat C, Zajac J-M (1997) Hypothermic effects of Neuropeptide FF analogues in mice. 
Pharmacol Biochem Behav 58:559-563. 
Dessauer CW, Scully TT, Gilman AG (1997) Interactions of forskolin and ATP with the 
cytosolic domains of mammalian adenylyl cyclase. J Biol Chem 272:22272-22277. 
Deval E, Baron A, Lingueglia E, Mazarguil H, Zajac J, Lazdunski M (2003) Effects of 
neuropeptide SF and related peptides on acid sensing ion channel 3 and sensory 
neuron excitability. Neuropharmacology 44:662-671. 
Devillers JP, Simonnet G (1994) Modulation of neuropeptide FF release from rat spinal cord 
slices by glutamate. Involvement of NMDA receptors. Eur J Pharmacol 271:185-192. 
 149 
Devillers J-P, Labrouche SA, Castes E, Simonnet G (1994a) Glutamate via NMDA receptors 
promotes the release of NPFF, an anti-opioid peptide, from rat spinal cord slices. 
Regul Pept 54:85-86. 
Devillers J-P, Labrouche SA, Castes E, Simonnet G (1995a) Release of Neuropeptide FF, an 
anti-opioid peptide, in rat spinal cord slices is voltage- and Ca2+-sensitive: possible 
involvement of P-type Ca2+ channels. J Neurochem 64:1567-1575. 
Devillers J-P, Boisserie F, Laulin J-P, Larcher A, Simonnet G (1995b) Simultaneous 
activation of spinal antiopioid system (neuropeptide FF) and pain facilitatory circuitry 
by stimulation of opioid receptors in rats. Brain Res 700:173-181. 
Devillers J-P, Mazarguil H, Allard M, Dickenson AH, Zajac J-M, Simonnet G (1994b) 
Characterization of a potent agonist for NPFF receptors: binding study in rat spinal 
cord membranes. Neuropharmacology 33:661-669. 
Devine DP, Leone P, Pocock D, Wise RA (1993) Differential involvement of ventral 
tegmental mu, delta and kappa opioid receptors in modulation of basal mesolimbic 
dopamine release: in vivo microdialysis studies. J Pharmacol Exp Ther 266:1236-
1246. 
DeWire SM, Ahn S, Lefkowitz RJ, Shenoy SK (2007) Beta-arrestins and cell signaling. Annu 
Rev Physiol 69:483-510. 
Di Chiara G, Imperato A (1988) Opposite effects of mu and kappa opiate agonists on 
dopamine release in the nucleus accumbens and in the dorsal caudate of freely moving 
rats. J Pharmacol Exp Ther 244:1067-1080. 
Dilts RP, Kalivas PW (1989a) Autoradiographic localization of mu-opioid and neurotensin 
receptors within the mesolimbic dopamine system. Brain Res 488:311-327. 
Dilts RP, Kalivas PW (1989b) Autoradiographic localization of mu-opioid and neurotensin 
receptors within the mesolimbic dopamine system. Brain Res 488:311-327. 
Dolphin AC (2003) β Subunits of Voltage-Gated Calcium Channels. J Bioenerg Biomembr 
35:600-620. 
Dolphin AC (2006) A short history of voltage-gated calcium channels. Br J Pharmacol 
147:S56–S62. 
Downes GB, Gautam N (1999) The G protein subunit gene families. Genomics 62:544-552. 
 150 
Doyle DA, Morais Cabral J, Pfuetzner RA, Kuo A, Gulbis JM, Cohen SL, Chait BT, 
MacKinnon R (1998) The structure of the potassium channel: molecular basis of K+ 
conduction and selectivity. Science 280:69-77. 
Drin G, Scarlata S (2007) Stimulation of phospholipase Cbeta by membrane interactions, 
interdomain movement, and G protein binding--how many ways can you activate an 
enzyme? Cell Signal 19:1383-1392. 
Dunlap K, Fischbach GD (1978) Neurotransmitters decrease the calcium ocmponent of 
sensory neurone action potentials. Nature 276:837-839. 
Dunlap K, Fischbach GD (1981) Neurotransmitters decrease the calcium conductance 
activated by depolarization of embryonic chick sensory neurones. J Physiol (Lond) 
317:519-535. 
Dupouy V, Zajac J-M (1995) Effects of neuropeptide FF analogs on morphine analgesia in the 
nucleus raphe dorsalis. Regul Pept 59:349-356. 
Dupouy V, Zajac J-M (1996) Neuropeptide FF receptors in rat brain: a quantitative light 
microscopic autoradiographic study using [125I] [D.Tyr1, (NMe)Phe3] NPFF. Synapse 
24:282-296. 
Dupouy V, Zajac J-M (1997) Neuropeptide FF receptors control  morphine-induced analgesia 
in the parafascicular nucleus and the nucleus raphe dorsalis. Eur J Pharmacol 330:129-
137. 
E 
Eitan S, Bryant CD, Saliminejad N, Yang YC, Vojdani E, Keith D, Jr., Polakiewicz R, Evans 
CJ (2003) Brain region-specific mechanisms for acute morphine-induced mitogen-
activated protein kinase modulation and distinct patterns of activation during analgesic 
tolerance and locomotor sensitization. J Neurosci 23:8360-8369. 
Elshourbagy NA, Ames RS, Fitzgerald LR, Foley JJ, Chambers JK, Szekeres PG, Evans NA, 
Schmidt DB, Buckley PT, Dytko GM, Murdock PR, Tan KB, Shabon U, Nuthulaganti 
P, Wang DY, Wilson S, Bergsma DJ, Sarau HM (2000) Receptor for the pain 
modulatory neuropeptides NPFF and NPAF is an orphan G-protein-coupled receptor. J 
Biol Chem 275:25965-25971. 
 151 
Erspamer V, Melchiorri P, Faloconnieri-Erspamer G, Negri L, Corsi R, Severini C, Barra D, 
SImmaco M, Kril G (1989) Deltorphins :  a family of naturally occuring peptides with 
high affinity and selectivity for d opioid binding sites. Proc Natl Acad Sci U S A 
86:5188-5192. 
Evans CJ, Keith DE, Morrison H, Magendzo K, Edwards RH (1992) Cloning of a δ opioid 
receptor by functional expression. Science 258:1952-1955. 
F 
Fan T, Varghese G, Nguyen T, Tse R, O'Dowd BF, George SR (2005) A role for the distal 
carboxyl tails in generating the novel pharmacology and G protein activation profile of 
mu and delta opioid receptor hetero-oligomers. J Biol Chem 280:38478-38488. 
Fang Q, Guo J, Chang M, Chen LX, Chen Q, Wang R (2005) Neuropeptide FF receptors exert 
contractile activity via inhibition of nitric oxide release in the mouse distal colon. 
Peptides 26:791-797. 
Fang Q, Wang YQ, He F, Guo J, Chen Q, Wang R (2008) Inhibition of neuropeptide FF 
(NPFF)-induced hypothermia and anti-morphine analgesia by RF9, a new selective 
NPFF receptors antagonist. Regul Pept 147:45-51. 
Fang Q, Guo J, Peng YL, Chang M, He F, Chen Q, Wang R (2006) In vitro and in vivo 
studies of dansylated compounds, the putative agonists and antagonists on 
neuropeptide FF receptors. Peptides 27:1297-1304. 
Fardin V, Oliveras J-L, Besson J-M (1984) A reinvestigation of the analgesic effects induced 
by stimulation of the periaqueductal gray matter in the rat. I. The production of 
behavioral side effects together with analgesia. Brain Res 306:105-123. 
Fehmann HC, McGregor G, Weber V, Eissele R, Göke R, Arnold R (1990) The effects of two 
FMRFamide related peptides (A-18-F-amide and F-8-F-amide; 'morphine modulating 
peptide') on the endocrine and exocrine rat pancreas. Neuropeptides 17:87-92. 
Feng ZP, Arnot MI, Doering CJ, Zamponi GW (2001) Calcium channel beta subunits 
differentially regulate the inhibition of N-type channels by individual Gbeta isoforms. 
J Biol Chem 276:45051-45058. 
Forscher P, Oxford GS, Schulz D (1986) Noradrenaline modulates calcium channels in avian 
dorsal root ganglion cells through tight receptor-channel coupling. J Physiol (Lond) 
379:131-144. 
 152 
Fotiadis D, Liang Y, Filipek S, Saperstein DA, Engel A, Palczewski K (2003) Atomic-force 
microscopy: Rhodopsin dimers in native disc membranes. Nature 421:127-128. 
Francés B, Lahlou H, Zajac J-M (2001) Cholera and pertussis toxins inhibit differently 
hypothermic and anti- opioid effects of neuropeptide FF. Regul Pept 98:13-18. 
Frank M, Thumer L, Lohse MJ, Bunemann M (2005) G Protein activation without subunit 
dissociation depends on a G{alpha}(i)-specific region. J Biol Chem 280:24584-24590. 
Fukusumi S, Habata Y, Yoshida H, Iijima N, Kawamata Y, Hosoya M, Fujii R, Hinuma S, 
Kitada C, Shintani Y, Suenaga M, Onda H, Nishimura O, Tanaka M, Ibata Y, Fujino 
M (2001) Characteristics and distribution of endogenous RFamide-related peptide- 1. 
Biochim Biophys Acta 1540:221-232. 
G 
Gales C, Rebois RV, Hogue M, Trieu P, Breit A, Hebert TE, Bouvier M (2005) Real-time 
monitoring of receptor and G-protein interactions in living cells. Nat Methods 2:177-
184. 
Gales C, Van Durm JJ, Schaak S, Pontier S, Percherancier Y, Audet M, Paris H, Bouvier M 
(2006) Probing the activation-promoted structural rearrangements in preassembled 
receptor-G protein complexes. Nat Struct Mol Biol 13:778-786. 
Garzon J, Rodriguez-Munoz M, Sanchez-Blazquez P (2005a) Morphine alters the selective 
association between mu-opioid receptors and specific RGS proteins in mouse 
periaqueductal gray matter. Neuropharmacology 48:853-868. 
Garzon J, Rodriguez-Munoz M, Lopez-Fando A, Sanchez-Blazquez P (2005b) Activation of 
mu-opioid receptors transfers control of Galpha subunits to the regulator of G-protein 
signaling RGS9-2: role in receptor desensitization. J Biol Chem 280:8951-8960. 
Gelot A, Fioramonti J, Zajac J-M, Bueno L (1995) Central effects of Neuropeptide FF on 
intestinal motility in naive and morphine-dependent rats. Neuropeptides 29:245-250. 
Gelot A, Francés B, Gicquel S, Zajac J-M (1998a) Antisense oligonucleotides to human SQA-
neuropeptide FF decrease morphine tolerance and dependence in mice. Eur J 
Pharmacol 358:203-206. 
Gelot A, Mazarguil H, Dupuy P, Frances B, Gouarderes C, Roumy M, Zajac J-M (1998b) 
Biochemical, cellular and pharmacological activities of a human neuropeptide FF-
related peptide. Eur J Pharmacol 354:167-172. 
 153 
George SR, Fan T, Xie Z, Tse R, Tam V, Varghese G, O'Dowd BF (2000) Oligomerization of 
mu- and delta-opioid receptors. Generation of novel functional properties. J Biol 
Chem 275:26128-26135. 
Georgoussi Z, Milligan G, Zioudrou C (1995) Immunoprecipitation of opioid receptor-Go-
protein complexes using specific GTP-binding-protein antisera. Biochem J 306 ( Pt 
1):71-75. 
Georgoussi Z, Leontiadis L, Mazarakou G, Merkouris M, Hyde K, Hamm H (2006) Selective 
interactions between G protein subunits and RGS4 with the C-terminal domains of the 
mu- and delta-opioid receptors regulate opioid receptor signaling. Cell Signal 18:771-
782. 
Gherardi N, Zajac J-M (1997) Neuropeptide FF receptors of mouse olfactory bulb: binding 
properties and stimulation of adenylate cyclase activity. Peptides 18:577-583. 
Gicquel S, Fioramonti J, Bueno L, Zajac J-M (1993) Effects of F8Famide analogs on 
intestinal transit in mice. Peptides 14:749-753. 
Gicquel S, Mazarguil H, Allard M, Simonnet G, Zajac J-M (1992) Analogs of F8Famide 
resistant to degradation, with high affinity and in vivo effects. Eur J Pharmacol 
222:61-67. 
Gicquel S, Mazarguil H, Desprat C, Allard M, Devillers J-P, Simonnet G, Zajac J-M (1994) 
Structure-activity study of Neuropeptide FF: contribution of N-terminal regions to 
affinity and activity. J Med Chem 37:3477-3481. 
Gillman MA, Lichtigfeld FJ (1981) Possibility of opioid and anti-opioid system. J R Soc Med 
74:943-944. 
Gold SJ, Ni YG, Dohlman HG, Nestler EJ (1997) Regulators of G-protein signaling (RGS) 
proteins: region-specific expression of nine subtypes in rat brain. J Neurosci 17:8024-
8037. 
Gomes I, Jordan BA, Gupta A, Trapaidze N, Nagy V, Devi LA (2000) Heterodimerization of 
{micro} and delta Opioid Receptors: A Role in Opiate Synergy. J Neurosci 20:RC110. 
Gomes I, Gupta A, Filipovska J, Szeto HH, Pintar JE, Devi LA (2004) A role for 
heterodimerization of mu and delta opiate receptors in enhancing morphine analgesia. 
Proc Natl Acad Sci U S A 101:5135-5139. 
 154 
Goodman CB, Emilien B, Becketts K, Cadet JL, Rothman RB (1996) Downregulation of mu-
opioid binding sites following chronic administration of neuropeptide FF (NPFF) and 
morphine. Peptides 17:389-397. 
Goodman CB, Heyliger S, Emilien B, Partilla JS, Yang HY, Lee CH, Cadet JL, Rothman RB 
(1998) Regulation of mu binding sites after chronic administration of antibodies 
directed against specific anti-opiate peptides. Peptides 19:1703-1709. 
Goodman CB, Heyliger S, Emilien B, Partilla JS, Yang HY, Lee CH, Cadet JL, Rothman RB 
(1999) Chronic exposure to antibodies directed against anti-opiate peptides alter delta-
opioid receptor levels. Peptides 20:1419-1424. 
Gouarderes C, Zajac JM (2007) Biochemical anti-opioid action of NPFF2 receptors in rat 
spinal cord. Neurosci Res 58:91-94. 
Gouarderes C, Mazarguil H, Mollereau C, Chartrel N, Leprince J, Vaudry H, Zajac JM 
(2007a) Functional differences between NPFF(1) and NPFF(2) receptor coupling: 
High intrinsic activities of RFamide-related peptides on stimulation of 
[(35)S]GTPgammaS binding. Neuropharmacology 52:376-386. 
Gouarderes C, Mazarguil H, Mollereau C, Chartrel N, Leprince J, Vaudry H, Zajac JM 
(2007b) Functional differences between NPFF1 and NPFF2 receptor coupling: high 
intrinsic activities of RFamide-related peptides on stimulation of [35S]GTPgammaS 
binding. Neuropharmacology 52:376-386. 
Gouardères C, Tafani J-AM, Zajac J-M (1998) Affinity of neuropeptide FF analogs to opioid 
receptors in the rat spinal cord. Peptides 19:727-730. 
Gouardères C, Puget A, Zajac J-M (2004) Detailed distribution of Neuropeptide FF receptors 
(NPFF1 and NPFF2) in the rat, mouse, octodon, rabbit, guinea pig and marmoset 
monkey brains: a comparative autoradiographic study. Synapse 51:249-269. 
Gouardères C, Sutak M, Zajac J-M, Jhamandas K (1993) Antinociceptive effect of 
intrathecally administered F8Famide and FMRFamide in the rat. Eur J Pharmacol 
237:73-81. 
Gouardères C, Jhamandas K, Sutak M, Zajac J-M (1994) Analogs of Neuropeptide FF 
modulate spinal nociception in the rat. Regul Pept:S113-S114. 
Gouardères C, Jhamandas K, Sutak M, Zajac J-M (1996) Role of opioid receptors in the 
spinal antinociceptive effects of neuropeptide FF analogues. Br J Pharmacol 117:493-
501. 
 155 
Gouardères C, Mollereau C, Tafani JA, Mazarguil H, Zajac J-M (2001) [
125
I]EYF: a new high 
affinity radioligand to neuropeptide FF receptors. Peptides 22:623-629. 
Gouardères C, Quelven I, Mollereau C, Mazarguil H, Rice SQ, Zajac JM (2002) Quantitative 
autoradiographic distribution of NPFF(1) neuropeptide FF receptor in the rat brain and 
comparison with NPFF(2) receptor by using [(125)I]YVP and [(125)I]EYF as 
selective radioligands. Neuroscience 115:349-361. 
Guiard BP, El Mansari M, Merali Z, Blier P (2008) Functional interactions between 
dopamine, serotonin and norepinephrine neurons: an in-vivo electrophysiological 
study in rats with monoaminergic lesions. Int J Neuropsychopharmacol:1-15. 
Guzman A, Legendre P, Allard M, Geoffre S, Vincent JD, Simmonet G (1989) 
Electrophysiological effects of FLFQPQRFamide, an endogenous brain morphine 
modulating peptide, on cultured mouse spinal cord neurons. Neuropeptides 14:253-
261. 
H 
Haberstock-Debic H, Kim KA, Yu YJ, von Zastrow M (2005) Morphine promotes rapid, 
arrestin-dependent endocytosis of mu-opioid receptors in striatal neurons. J Neurosci 
25:7847-7857. 
Hackler L, Zadina JE, Ge LJ, Kastin AJ (1997) Isolation of relatively large amounts of 
endomorphin-1 and endomorphin- 2 from human brain cortex. Peptides 18:1635-1639. 
Haigler HJ (1978) Morphine: effects on serotonergic neurons and neurons in areas with a 
serotonergic input. Eur J Pharmacol 51:361-376. 
Harrison C, Traynor JR (2003) The [35S]GTPgammaS binding assay: approaches and 
applications in pharmacology. Life Sci 74:489-508. 
Hasbi A, Polastron J, Allouche S, Stanasila L, Massotte D, Jauzac P (1998) Desensitization of 
the delta-opioid receptor correlates with its phosphorylation in SK-N-BE cells: 
involvement of a G protein-coupled receptor kinase. J Neurochem 70:2129-2138. 
Hepler JR, Cladman W, Ramineni S, Hollinger S, Chidiac P (2005) Novel activity of RGS14 
on Goalpha and Gialpha nucleotide binding and hydrolysis distinct from its RGS 
domain and GDI activity. Biochemistry (Mosc) 44:5495-5502. 
 156 
Herlitze S, Hockerman GH, Scheuer T, Catterall WA (1997) Molecular determinants of 
inactivation and G protein modulation in the intracellular loop connecting domains I 
and II of the calcium channel alpha1A subunit. Proc Natl Acad Sci U S A 94:1512-
1516. 
Herlitze S, Garcia DE, Mackie K, Hille B, Scheuer T, Catterall WA (1996) Modulation of 
Ca2+ channels by G-protein beta gamma subunits. Nature 380:258-262. 
Hinuma S, Shintani Y, Fukusumi S, Iijima N, Matsumoto Y, Hosoya M, Fujii R, Watanabe T, 
Kikuchi K, Terao Y, Yano T, Yamamoto T, Kawamata Y, Habata Y, Asada M, Kitada 
C, Kurokawa T, Onda H, Nishimura O, Tanaka M, Ibata Y, Fujino M (2000) New 
neuropeptides containing carboxy-terminal RFamide and their receptor in mammals. 
Nat Cell Biol 2:703-708. 
Hipkin RW, Wang Y, Schonbrunn A (2000) Protein kinase C activation stimulates the 
phosphorylation and internalization of the sst2A somatostatin receptor. J Biol Chem 
275:5591-5599. 
Holz GGt, Rane SG, Dunlap K (1986) GTP-binding proteins mediate transmitter inhibition of 
voltage-dependent calcium channels. Nature 319:670-672. 
Hooks SB, Waldo GL, Corbitt J, Bodor ET, Krumins AM, Harden TK (2003) RGS6, RGS7, 
RGS9, and RGS11 stimulate GTPase activity of Gi family G-proteins with differential 
selectivity and maximal activity. J Biol Chem 278:10087-10093. 
Horner KA, Zadina JE (2004) Internalization and down-regulation of mu opioid receptors by 
endomorphins and morphine in SH-SY5Y human neuroblastoma cells. Brain Res 
1028:121-132. 
Houdi AA, Bardo MT, Van Loon GR (1989) Opioid mediation of cocaine-induced 
hyperactivity and reinforcement. Brain Res 497:195-198. 
Huff RM, Axton JM, Neer EJ (1985) Physical and immunological characterization of a 
guanine nucleotide-binding protein purified from bovine cerebral cortex. J Biol Chem 
260:10864-10871. 
Hyman SE, Malenka RC, Nestler EJ (2006) Neural mechanisms of addiction: the role of 
reward-related learning and memory. Annu Rev Neurosci 29:565-598. 
 157 
I 
Ikeda SR (1996) Voltage-dependent modulation of N-type calcium channels by G-protein 
beta gamma subunits. Nature 380:255-258. 
Illenberger D, Walliser C, Nurnberg B, Diaz Lorente M, Gierschik P (2003) Specificity and 
structural requirements of phospholipase C-beta stimulation by Rho GTPases versus G 
protein beta gamma dimers. J Biol Chem 278:3006-3014. 
Insel PA, Head BP, Patel HH, Roth DM, Bundey RA, Swaney JS (2005) Compartmentation 
of G-protein-coupled receptors and their signalling components in lipid rafts and 
caveolae. Biochem Soc Trans 33:1131-1134. 
Ivanina T, Rishal I, Varon D, Mullner C, Frohnwieser-Steinecke B, Schreibmayer W, 
Dessauer CW, Dascal N (2003) Mapping the Gbetagamma-binding sites in GIRK1 
and GIRK2 subunits of the G protein-activated K+ channel. J Biol Chem 278:29174-
29183. 
J 
Jalava A, Akerman K, Heikkila J (1993) Protein kinase inhibitor, staurosporine, induces a 
mature neuronal phenotype in SH-SY5Y human neuroblastoma cells through an 
alpha-, beta- , and zeta-protein kinase C-independent pathway. J Cell Physiol 155:301-
312. 
Jalava A, Heikkila J, Lintunen M, Akerman K, Pahlman S (1992) Staurosporine induces a 
neuronal phenotype in SH-SY5Y human neuroblastoma cells that resembles that 
induced by the phorbol ester 12- O-tetradecanoyl phorbol-13 acetate (TPA). FEBS 
Lett 300:114-118. 
Jarvis SE, Magga JM, Beedle AM, Braun JE, Zamponi GW (2000) G protein modulation of 
N-type calcium channels is facilitated by physical interactions between syntaxin 1A 
and Gbetagamma. J Biol Chem 275:6388-6394. 
Jhamandas JH, Mactavish D (2002) Central administration of neuropeptide FF (NPFF) causes 
increased neuronal activation and up-regulation of NPFF gene expression in the rat 
brainstem. J Comp Neurol 447:300-307. 
Jhamandas JH, MacTavish D (2003) Central Administration of Neuropeptide FF Causes 
Activation of Oxytocin Paraventricular Hypothalamic Neurones That Project to the 
Brainstem. J Neuroendocrinol 15:24-32. 
 158 
Jhamandas JH, MacTavish D, Harris KH (2006) Neuropeptide FF (NPFF) control of 
magnocellular neurosecretory cells of the rat hypothalamic paraventricular nucleus 
(PVN). Peptides 27:973-979. 
Jhamandas JH, Simonin F, Bourguignon JJ, Harris KH (2007) Neuropeptide FF and 
Neuropeptide VF inhibit GABAergic neurotransmission in parvocellular neurons of 
the rat hypothalamic paraventricular nucleus (PVN). Am J Physiol Regul Integr Comp 
Physiol. 
Jhamandas JH, Harris KH, Petrov T, Yang HY, Jhamandas KH (1998) Activation of 
neuropeptide FF neurons in the brainstem nucleus tractus solitarius following 
cardiovascular challenge and opiate withdrawal. J Comp Neurol 402:210-221. 
Jing J, Chikvashvili D, Singer-Lahat D, Thornhill WB, Reuveny E, Lotan I (1999) Fast 
inactivation of a brain K+ channel composed of Kv1.1 and Kvbeta1.1 subunits 
modulated by G protein beta gamma subunits. EMBO J 18:1245-1256. 
Johnson SW, North RA (1992) Opioids excite dopamine neurons by hyperpolarization of 
local interneurons. J Neurosci 12:483-488. 
Jolas T, Aghajanian GK (1997) Opioids suppress spontaneous and NMDA-induced inhibitory 
postsynaptic currents in the dorsal raphe nucleus of the rat in vitro. Brain Res 755:229-
245. 
Jordan BA, Devi LA (1999) G-protein-coupled receptor heterodimerization modulates 
receptor function. Nature 399:697-700. 
Jordan BA, Trapaidze N, Gomes I, Nivarthi R, Devi LA (2001) Oligomerization of opioid 
receptors with beta 2-adrenergic receptors: A role in trafficking and mitogen-activated 
protein kinase activation. Proc Natl Acad Sci U S A 98:343-348. 
Joyce EM, Iversen SD (1979) The effect of morphine applied locally to mesencephalic 
dopamine cell bodies on spontaneous motor activity in the rat. Neurosci Lett 14:207-
212. 
K 
Kalivas PW, Duffy P, Eberhardt H (1990) Modulation of A10 dopamine neurons by gamma-
aminobutyric acid agonists. J Pharmacol Exp Ther 253:858-866. 
Kandel EH, Schwartz JH, Jessell TH (2000) Principles of Neural Sciences. 
 159 
Katz A, Wu D, Simon MI (1992) Subunits beta gamma of heterotrimeric G protein activate 
beta 2 isoform of phospholipase C. Nature 360:686-689. 
Kavaliers M, Yang HY (1989) IgG from antiserum against endogenous mammalian FMRF-
NH2-related peptides augments morphine- and stress-induced analgesia in mice. 
Peptides 10:741-745. 
Kavaliers M, Colwell DD (1993) Neuropeptide FF (FLFQPQRFamide) and IgG from 
neuropeptide FF antiserum affect spatial learning in mice. Neurosci Lett 157:75-78. 
Kazmi SM, Mishra RK (1986) Opioid receptors in human neuroblastoma SH-SY5Y cells: 
evidence for distinct morphine (mu) and enkephalin (delta) binding sites. Biochem 
Biophys Res Commun 137:813-820. 
Kelley AE (2004) Memory and addiction: shared neural circuitry and molecular mechanisms. 
Neuron 44:161-179. 
Kersante F, Mollereau C, Zajac JM, Roumy M (2006) Anti-opioid activities of NPFF1 
receptors in a SH-SY5Y model. Peptides 27:980-989. 
Kieffer BL, Befort K, Gaveriaux-Ruff C, Hirth CG (1992) The δ opioid receptor: isolation of 
a cDNA by expression cloning and pharmacological characterization. Proc Natl Acad 
Sci U S A 89:12048-12052. 
Kimple RJ, Kimple ME, Betts L, Sondek J, Siderovski DP (2002) Structural determinants for 
GoLoco-induced inhibition of nucleotide release by Galpha subunits. Nature 416:878-
881. 
Kirouac GJ, Li S, Mabrouk G (2004) GABAergic projection from the ventral tegmental area 
and substantia nigra to the periaqueductal gray region and the dorsal raphe nucleus. J 
Comp Neurol 469:170-184. 
Kivipelto L, Panula P (1991) Central neuronal pathways containing FLFQPQRFamide-like 
(morphine-modulating) peptides in the rat brain. Neuroscience 41:137-148. 
Kivipelto L, Aarnisalo A, Panula P (1992) Neuropeptide FF is colocalized with 
catecholamine-synthesizing enzymes in neurons of the nucleus of the solitary tract. 
Neurosci Lett 143:190-194. 
Kivipelto L, Majane EA, Yang H-YT, Panula P (1989) Immunohistochemical distribution and 
partial characterization of FLFQPQRFamidelike peptides in the central nervous 
system of rats. J Comp Neurol 286:269-287. 
 160 
Koelle MR, Horvitz HR (1996) EGL-10 regulates G protein signaling in the C. elegans 
nervous system and shares a conserved domain with many mammalian proteins. Cell 
84:115-125. 
Kohout TA, Lin FS, Perry SJ, Conner DA, Lefkowitz RJ (2001) beta-Arrestin 1 and 2 
differentially regulate heptahelical receptor signaling and trafficking. Proc Natl Acad 
Sci U S A 98:1601-1606. 
Kotani M, Mollereau C, Detheux M, Le Poul E, Brezillon S, Vakili J, Mazarguil H, Vassart 
G, Zajac J-M, Parmentier M (2001) Functional characterization of a human receptor 
for neuropeptide FF and related peptides. Br J Pharmacol 133:138-144. 
Kotlinska J, Pachuta A, Silberring J (2008) Neuropeptide FF (NPFF) reduces the expression 
of cocaine-induced conditioned place preference and cocaine-induced sensitization in 
animals. Peptides. 
Kotlinska J, Pachuta A, Dylag T, Silberring J (2007a) The role of neuropeptide FF (NPFF) in 
the expression of sensitization to hyperlocomotor effect of morphine and ethanol. 
Neuropeptides 41:51-58. 
Kotlinska J, Pachuta A, Dylag T, Silberring J (2007b) Neuropeptide FF (NPFF) reduces the 
expression of morphine- but not of ethanol-induced conditioned place preference in 
rats. Peptides 28:2235-2242. 
Kovoor A, Chen CK, He W, Wensel TG, Simon MI, Lester HA (2000) Co-expression of 
Gbeta5 enhances the function of two Ggamma subunit-like domain-containing 
regulators of G protein signaling proteins. J Biol Chem 275:3397-3402. 
Krupnick JG, Santini F, Gagnon AW, Keen JH, Benovic JL (1997) Modulation of the 
arrestin-clathrin interaction in cells. Characterization of beta-arrestin dominant-
negative mutants. J Biol Chem 272:32507-32512. 
L 
Labrouche S, Verdot L, Theodosis DT, Allard M, Simonnet G (1993) Characterization of a 
morphine-modulating peptide, FLFQPQRFamide, in the rat hypophysis: biochemeical 
and immunocytochemical studies. Endocrinology 132:2191-2198. 
Labrouche S, Laulin JP, LeMoal M, Tramu G, Simonnet G (1998) Neuropeptide FF in the rat 
adrenal gland: Presence, distribution and pharmacological effects. J Neuroendocrinol 
10:559-565. 
 161 
Laguzzi R, Nosjean A, Mazarguil H, Allard M (1996) Cardiovascular effects induced by the 
stimulation of neuropeptide FF receptors in the dorsal vagal complex: an 
autoradiographic and pharmacological study in the rat. Brain Res 711:193-202. 
Latimer LG, Duffy P, Kalivas PW (1987) Mu opioid receptor involvement in enkephalin 
activation of dopamine neurons in the ventral tegmental area. J Pharmacol Exp Ther 
241:328-337. 
Laugwitz KL, Offermanns S, Spicher K, Schultz G (1993) mu and delta opioid receptors 
differentially couple to G protein subtypes in membranes of human neuroblastoma 
SH-SY5Y cells. Neuron 10:233-242. 
Law PY, Hom DD, Loh HH (1982) Loss of opiate activity in Neuroblastoma X glioma 
NG108-15 hybrid cells after chronic opiate treatment. A multiple-step process. Mol 
Pharmacol 22:1-4. 
Law PY, Erickson-Herbrandson LJ, Zha QQ, Solberg J, Chu J, Sarre A, Loh HH (2005) 
Heterodimerization of mu- and delta-opioid receptors occurs at the cell surface only 
and requires receptor-G protein interactions. J Biol Chem 280:11152-11164. 
Lecron J-C, Minault M, Allard M, Laforest PGd, Gombert J, Simonnet G (1992) Modulation 
of human lymphocyte proliferation by FLFQPQRFamide, a FMRFamide-like peptide 
with anti-opiate properties. J Neuroimmunol 38:1-8. 
Lefrere I, De Coppet P, Camelin JC, Le Lay S, Mercier N, Elshourbagy NA, Bril A, Berrebi-
Bertrand I, Feve B, Krief S (2002) Neuropeptide AF and FF modulation of adipocyte 
metabolism:primary insights from functional genomics and effects on {beta}-
adrenergic responsiveness. J Biol Chem 30:30. 
Levoye A, Dam J, Ayoub MA, Guillaume JL, Couturier C, Delagrange P, Jockers R (2006) 
The orphan GPR50 receptor specifically inhibits MT1 melatonin receptor function 
through heterodimerization. EMBO J 25:3012-3023. 
Li AH, Wang HL (2001) G protein-coupled receptor kinase 2 mediates mu-opioid receptor 
desensitization in GABAergic neurons of the nucleus raphe magnus. J Neurochem 
77:435-444. 
Lingueglia E, Deval E, Lazdunski M (2006) FMRFamide-gated sodium channel and ASIC 
channels: a new class of ionotropic receptors for FMRFamide and related peptides. 
Peptides 27:1138-1152. 
 162 
Liu J, Conklin BR, Blin N, Yun J, Wess J (1995) Identification of a receptor/G-protein 
contact site critical for signaling specificity and G-protein activation. Proc Natl Acad 
Sci U S A 92:11642-11646. 
Liu Q, Guan XM, Martin WJ, McDonald TP, Clements MK, Jiang Q, Zeng Z, Jacobson M, 
Williams DL, Jr., Yu H, Bomford D, Figueroa D, Mallee J, Wang R, Evans J, Gould 
R, Austin CP (2001) Identification and characterization of novel mammalian 
neuropeptide FF- like peptides that attenuate morphine-induced antinociception. J Biol 
Chem 31:31. 
Li-Wei C, Can, De-He Z, Qiang W, Xue-Jun X, Jie C, Zhi-Qiang C (2002) 
HOMODIMERIZATION OF HUMAN MU-OPOID RECEPTOR 
OVEREXPRESSED IN Sf9 INSECT CELLS. Curr Pharm Des 9:145-152. 
Lober RM, Pereira MA, Lambert NA (2006) Rapid activation of inwardly rectifying 
potassium channels by immobile G-protein-coupled receptors. J Neurosci 26:12602-
12608. 
Logothetis DE, Kurachi Y, Galper J, Neer EJ, Clapham DE (1987) The beta gamma subunits 
of GTP-binding proteins activate the muscarinic K+ channel in heart. Nature 325:321-
326. 
Lowry O.H. RNJ, Farr A.L., and Randall R.J. (1951) Protein measurement with the Folin 
phenol reagent. J Biol Chem 193:266-275. 
M 
Majane EA, Yang H-YT (1987) Distribution and characterization of two putative endogenous 
opioid antagonist peptides in bovine brain. Peptides 8:657-662. 
Majane EA, Panula P, Yang H-YT (1989) Rat brain distribution and spinal cord neuronal 
pathway of FLFQPQRF-NH2, a mammalian FMRF-NH2-like peptide. Brain Res 
494:1-12. 
Malin DH, Lake JR, Fowler DE, Hammond MV, Brown SL, Leyva JE, Prasco PE, Dougherty 
TM (1990a) FMRF-NH2-like mammalian peptide precipitates opiate-withdrawal 
syndrome in the rat. Peptides 11:277-280. 
Malin DH, Lake JR, Hammond MV, Fowler DE, Rogillio RB, Brown SL, Sims JL, Leecraft 
BM, Yang H-YT (1990b) FMRF-NH2-like mammalian octapeptide: possible role in 
opiate dependence and abstinence. Peptides 11:969-972. 
 163 
Mandyam CD, Thakker DR, Christensen JL, Standifer KM (2002) Orphanin FQ/nociceptin-
mediated desensitization of opioid receptor-like 1 receptor and mu opioid receptors 
involves protein kinase C: a molecular mechanism for heterologous cross-talk. J 
Pharmacol Exp Ther 302:502-509. 
Mansour A, Fox CA, Akil H, Watson SJ (1995) Opioid-receptor mRNA expression in the rat 
CNS: anatomical and functional implications. Trends Neurosci 18:22-29. 
Marchand S, Betourne A, Marty V, Daumas S, Halley H, Lassalle JM, Zajac JM, Frances B 
(2006) A neuropeptide FF agonist blocks the acquisition of conditioned place 
preference to morphine in C57Bl/6J mice. Peptides 27:964-972. 
Marchese A, Chen C, Kim YM, Benovic JL (2003) The ins and outs of G protein-coupled 
receptor trafficking. Trends Biochem Sci 28:369-376. 
Marco N, Stinus L, Allard M, Le Moal M, Simonnet G (1995) Neuropeptide FF receptors 
within the ventral mensephalon and dopaminergic terminal areas: localization and 
functional antiopioid involvement. Neuroscience 64:1035-1044. 
Marie N, Aguila B, Allouche S (2006) Tracking the opioid receptors on the way of 
desensitization. Cell Signal 18:1815-1833. 
Marie N, Lecoq I, Jauzac P, Allouche S (2003) Differential sorting of human delta-opioid 
receptors after internalization by peptide and alkaloid agonists. J Biol Chem 
278:22795-22804. 
Marker CL, Stoffel M, Wickman K (2004) Spinal G-protein-gated K+ channels formed by 
GIRK1 and GIRK2 subunits modulate thermal nociception and contribute to morphine 
analgesia. J Neurosci 24:2806-2812. 
Marker CL, Lujan R, Colon J, Wickman K (2006) Distinct populations of spinal cord lamina 
II interneurons expressing G-protein-gated potassium channels. J Neurosci 26:12251-
12259. 
Martin NA, Prather PL (2001) Interaction of Co-Expressed mu- and delta-Opioid Receptors in 
Transfected Rat Pituitary GH(3) Cells. Mol Pharmacol 59:774-783. 
Martin-Schild S, Gerall AA, Kastin AJ, Zadina JE (1999) Differential distribution of 
endomorphin 1- and endomorphin 2-like immunoreactivities in the CNS of the rodent. 
J Comp Neurol 405:450-471. 
 164 
Mauborgne A, Bourgoin S, Polienor H, Roumy M, Simonnet G, Zajac J-M, Cesselin F (2001) 
The neuropeptide FF analogue, 1DMe, acts as a functional opioid autoreceptor 
antagonist in the rat spinal cord. Eur J Pharmacol 430:273-276. 
Mazarguil H, Gouarderes C, Tafani JM, Marcus D, Kotani M, Mollereau C, Roumy M, Zajac 
J-M (2001) Structure-activity relationships of neuropeptide FF: role of C-terminal 
regions. Peptides 22:1471-1478. 
McVey M, Ramsay D, Kellett E, Rees S, Wilson S, Pope AJ, Milligan G (2001) Monitoring 
receptor oligomerization using time-resolved fluorescence resonance energy transfer 
and bioluminescence resonance energy transfer. The human delta -opioid receptor 
displays constitutive oligomerization at the cell surface, which is not regulated by 
receptor occupancy. J Biol Chem 276:14092-14099. 
Meir A, Bell DC, Stephens GJ, Page KM, Dolphin AC (2000) Calcium channel beta subunit 
promotes voltage-dependent modulation of alpha 1 B by G beta gamma. Biophys J 
79:731-746. 
Meunier JC, Mollereau C, Toll L, Suaudeau C, Moisand C, Alvinerie P, Butour JL, Guillemot 
JC, Ferrara P, Monsarrat B, et al. (1995) Isolation and structure of the endogenous 
agonist of opioid receptor- like ORL1 receptor. Nature 377:532-535. 
Miller KK, Lupica CR (1997) Neuropeptide FF inhibition of morphine effects in the rat 
hippocampus. Brain Res 750:81-86. 
Milligan G, Kostenis E (2006) Heterotrimeric G-proteins: a short history. Br J Pharmacol 147 
Suppl 1:S46-55. 
Million M, Fioramonti J, Zajac J-M, Bueno L (1997) Effects of Neuropeptide FF on intestinal 
motility and temperature changes induced by endotoxin and platelet-activating factor. 
Eur J Pharmacol 334:67-73. 
Million M, Fioramonti J, Gicquel S, Zajac J-M, Bueno L (1993) Comparative action of Phe-
Leu-Phe-Gln-Pro-Gln-Arg-Phe-NH2 analogs on intestinal motility and nociception in 
rats. J Pharmacol Exp Ther 265:96-102. 
Minault M, Lecron JC, Labrouche S, Simonnet G, Gombert J (1995) Characterization of 
binding sites for neuropeptide FF on T lymhocytes of the Jurkat cell line. Peptides 
16:105-111. 
Minneman KP (2007) Heterodimerization and surface localization of G protein coupled 
receptors. Biochem Pharmacol 73:1043-1050. 
 165 
Mittal V, Linder ME (2004) The RGS14 GoLoco domain discriminates among Galphai 
isoforms. J Biol Chem 279:46772-46778. 
Miyake M, Christie MJ, North RA (1989) Single potassium channels opened by opioids in rat 
locus ceruleus neurons. Proc Natl Acad Sci U S A 86:3419-3422. 
Mollereau C, Roumy M, Zajac JM (2005a) Opioid-modulating peptides: mechanisms of 
action. Curr Top Med Chem 5:341-355. 
Mollereau C, Zajac JM, Roumy M (2007) Staurosporine differentiation of NPFF2 receptor-
transfected SH-SY5Y neuroblastoma cells induces selectivity of NPFF activity 
towards opioid receptors. Peptides 28:1125-1128. 
Mollereau C, Mazarguil H, Zajac J-M, Roumy M (2005b) Neuropeptide FF (NPFF) analogs 
functionally antagonize opioid activities in NPFF2 receptor-transfected SH-SY5Y 
neuroblastoma cells. Mol Pharmacol 67:965-975. 
Mollereau C, Parmentier M, Mailleux P, Butour JL, Moisand C, Chalon P, Caput D, Vassart 
G, Meunier JC (1994) ORL1, a novel member of the opioid receptor family. Cloning, 
functional expression and localization. FEBS Lett 341:33-38. 
Mollereau C, Gouarderes C, Dumont Y, Kotani M, Detheux M, Doods H, Parmentier M, 
Quirion R, Zajac J-M (2001) Agonist and antagonist activities on human NPFF(2) 
receptors of the NPY ligands GR231118 and BIBP3226. Br J Pharmacol 133:1-4. 
Mollereau C, Mazarguil H, Marcus D, Quelven I, Kotani M, Lannoy V, Dumont Y, Quirion 
R, Detheux M, Parmentier M, Zajac J (2002) Pharmacological characterization of 
human NPFF(1) and NPFF(2) receptors expressed in CHO cells by using NPY Y(1) 
receptor antagonists. Eur J Pharmacol 451:245-256. 
Moore CA, Milano SK, Benovic JL (2007) Regulation of receptor trafficking by GRKs and 
arrestins. Annu Rev Physiol 69:451-482. 
Mouledous L, Neasta J, Uttenweiler-Joseph S, Stella A, Matondo M, Corbani M, Monsarrat 
B, Meunier JC (2005) Long-term morphine treatment enhances proteasome-dependent 
degradation of G beta in human neuroblastoma SH-SY5Y cells: correlation with onset 
of adenylate cyclase sensitization. Mol Pharmacol 68:467-476. 
Moulédous L., Merker S., Neasta J., Roux B., Zajac J.-M., C. M (2008) Neuropeptide FF-
sensitive confinement of mu opioid receptor does not involve lipid rafts in SH-SY5Y 
cells. Biochem Biophys Res Commun. 
 166 
Murase T, Arima H, Kondo K, Oiso Y (1996) Neuropeptide FF reduces food intake in rats. 
Peptides 17:353-354. 
N 
Nestler EJ (2005) Is there a common molecular pathway for addiction? Nat Neurosci 8:1445-
1449. 
Neubig RR (2002) Regulators of G protein signaling (RGS proteins): Novel central nervous 
system drug targets. J Pept Res 60:312-316. 
Nicklous DM, Simansky KJ (2003) Neuropeptide FF exerts pro- and anti-opioid actions in the 
parabrachial nucleus to modulate food intake. Am J Physiol Regul Integr Comp 
Physiol 285:R1046-1054. 
North RA, Williams JT, Surprenant A, Christie MJ (1987) Mu and delta receptors belong to a 
family of receptors that are coupled to potassium channels. Proc Natl Acad Sci U S A 
84:5487-5491. 
Northup JK, Sternweis PC, Smigel MD, Schleifer LS, Ross EM, Gilman AG (1980) 
Purification of the regulatory component of adenylate cyclase. Proc Natl Acad Sci U S 
A 77:6516-6520. 
O 
Oakley RH, Laporte SA, Holt JA, Caron MG, Barak LS (2000) Differential affinities of visual 
arrestin, beta arrestin1, and beta arrestin2 for G protein-coupled receptors delineate 
two major classes of receptors. J Biol Chem 275:17201-17210. 
Oldham WM, Hamm HE (2006) Structural basis of function in heterotrimeric G proteins. Q 
Rev Biophys 39:117-166. 
Ovchinnikov Yu A, Abdulaev NG, Bogachuk AS (1988) Two adjacent cysteine residues in 
the C-terminal cytoplasmic fragment of bovine rhodopsin are palmitylated. FEBS Lett 
230:1-5. 
 167 
P 
Palczewski K, Kumasaka T, Hori T, Behnke CA, Motoshima H, Fox BA, Le Trong I, Teller 
DC, Okada T, Stenkamp RE, Yamamoto M, Miyano M (2000) Crystal structure of 
rhodopsin: A G protein-coupled receptor. Science 289:739-745. 
Pan HL, Wu ZZ, Zhou HY, Chen SR, Zhang HM, Li DP (2008) Modulation of pain 
transmission by G-protein-coupled receptors. Pharmacol Ther 117:141-161. 
Panula P, Aarnisalo AA, Wasowicz K (1996) Neuropeptide FF, a mammalian neuropeptide 
with multiple functions. Prog Neurobiol 48:461-487. 
Panula P, Kivipelto L, Nieminen O, Majane EA, Yang H-YT (1987) Neuroanatomy of 
morphine-modulating peptides. Med Biol 65:127-135. 
Park D, Dunlap K (1998) Dynamic regulation of calcium influx by G-proteins, action 
potential waveform, and neuronal firing frequency. J Neurosci 18:6757-6766. 
Parkhill AL, Bidlack JM (2002) Several delta-opioid receptor ligands display no subtype 
selectivity to the human delta-opioid receptor. Eur J Pharmacol 451:257-264. 
Pascal G, Milligan G (2005) Functional complementation and the analysis of opioid receptor 
homodimerization. Mol Pharmacol 68:905-915. 
Paxinos G, Watson C, eds (1996) The rat brain in stereotaxic coordinates, 3th Edition Edition. 
Sydney: Academic Press Australia. 
Payza K, Yang H-YT (1993) Modulation of neuropeptide FF receptors by guanine nucleotides 
and cations in membranes of rat brain and spinal cord. J Neurochem 60:1894-1899. 
Payza K, Akar CA, Yang H-YT (1993) Neuropeptide FF receptors: structure-activity 
relationship and effect of morphine. J Pharmacol Exp Ther 267:88-94. 
Pei G, Kieffer BL, Lefkowitz RJ, Freedman NJ (1995) Agonist-dependent phosphorylation of 
the mouse delta-opioid receptor: involvement of G protein-coupled receptor kinases 
but not protein kinase C. Mol Pharmacol 48:173-177. 
Perry SJ, Huang EY, Cronk D, Bagust J, Sharma R, Walker RJ, Wilson S, Burke JF (1997) A 
human gene encoding morphine modulating peptides related to NPFF and 
FMRFamide. FEBS Lett 409:426-430. 
 168 
Pert CB, Snyder SH (1973) Opiate receptors: demonstration in nervous tissue. Science 
179:1011-1014. 
Pfeiffer M, Koch T, Schroder H, Laugsch M, Hollt V, Schulz S (2002) Heterodimerization of 
somatostatin and opioid receptors cross-modulates phosphorylation, internalization 
and desensitization. J Biol Chem 14:14. 
Pfeiffer M, Kirscht S, Stumm R, Koch T, Wu D, Laugsch M, Schroder H, Hollt V, Schulz S 
(2003) Heterodimerization of substance P and mu-opioid receptors regulates receptor 
trafficking and resensitization. J Biol Chem 278:51630-51637. 
Premont RT, Gainetdinov RR (2007) Physiological roles of G protein-coupled receptor 
kinases and arrestins. Annu Rev Physiol 69:511-534. 
Price DA, Greenberg MJ (1977) Structure of a molluscan cardioexcitatory neuropeptide. 
Science 197:670-671. 
Prinster SC, Hague C, Hall RA (2005) Heterodimerization of g protein-coupled receptors: 
specificity and functional significance. Pharmacol Rev 57:289-298. 
Psifogeorgou K, Papakosta P, Russo SJ, Neve RL, Kardassis D, Gold SJ, Zachariou V (2007) 
RGS9-2 is a negative modulator of mu-opioid receptor function. J Neurochem 
103:617-625. 
Q 
Quelven I, Roussin A, Zajac JM (2004) Functional consequences of neuropeptide FF 
receptors stimulation in mouse: a cerebral glucose uptake study. Neuroscience 
126:441-449. 
Quelven I, Roussin A, Zajac JM (2005) Comparison of pharmacological activities of 
Neuropeptide FF1 and Neuropeptide FF2 receptor agonists. Eur J Pharmacol 508:107-
114. 
Quelven I, Roussin A, Burlet-Schiltz O, Gouardères C, Tafani JAM, Mazarguil H, Zajac J-M 
(2002) Dissociation of pharmacological pro- and anti-opioid effects by neuropeptide 
FF analogs. Eur J Pharmacol 449:91. 
 169 
R 
Raffa RB (1989) Supraspinal FMRFamide antagonizes morphine-induced horizontal, but not 
vertical, locomotor activity. Peptides 10:403-406. 
Ramsay D, Kellett E, McVey M, Rees S, Milligan G (2002) Homo- and hetero-oligomeric 
interactions between G-protein-coupled receptors in living cells monitored by two 
variants of bioluminescence resonance energy transfer (BRET): hetero-oligomers 
between receptor subtypes form more efficiently than between less closely related 
sequences. Biochem J 365:429-440. 
Rasmussen SG, Choi HJ, Rosenbaum DM, Kobilka TS, Thian FS, Edwards PC, Burghammer 
M, Ratnala VR, Sanishvili R, Fischetti RF, Schertler GF, Weis WI, Kobilka BK 
(2007) Crystal structure of the human beta2 adrenergic G-protein-coupled receptor. 
Nature 450:383-387. 
Rebeyrolles S, Zajac J-M, Roumy M (1996) Neuropeptide FF reverses the effect of mu-opioid 
on Ca2+ channels in rat spinal ganglion neurones. Neuroreport 7:2979-2981. 
Remmers AE, Clark MJ, Alt A, Medzihradsky F, Woods JH, Traynor JR (2000) Activation of 
G protein by opioid receptors: role of receptor number and G-protein concentration. 
Eur J Pharmacol 396:67-75. 
Reuveny E, Narahashi T (1993) Two types of high voltage-activated calcium channels in SH-
SY5Y human neuroblastoma cells. Brain Res 603:64-73. 
Richman RW, Strock J, Hains MD, Cabanilla NJ, Lau KK, Siderovski DP, Diverse-Pierluissi 
M (2005) RGS12 interacts with the SNARE-binding region of the Cav2.2 calcium 
channel. J Biol Chem 280:1521-1528. 
Rios C, Gomes I, Devi LA (2006) mu opioid and CB1 cannabinoid receptor interactions: 
reciprocal inhibition of receptor signaling and neuritogenesis. Br J Pharmacol 
148:387-395. 
Rodbell M (1992) The role of GTP-binding proteins in signal transduction: from the 
sublimely simple to the conceptually complex. Curr Top Cell Regul 32:1-47. 
Rodriguez-Munoz M, de la Torre-Madrid E, Sanchez-Blazquez P, Garzon J (2007a) 
Morphine induces endocytosis of neuronal mu-opioid receptors through the sustained 
transfer of Galpha subunits to RGSZ2 proteins. Mol Pain 3:19. 
 170 
Rodriguez-Munoz M, de la Torre-Madrid E, Gaitan G, Sanchez-Blazquez P, Garzon J 
(2007b) RGS14 prevents morphine from internalizing Mu-opioid receptors in 
periaqueductal gray neurons. Cell Signal 19:2558-2571. 
Ross RA, Spengler BA, Biedler JL (1983) Coordinate morphological and biochemical 
interconversion of human neuroblastoma cells. J Natl Cancer Inst 71:741-747. 
Roth BL, Disimone J, Majane EA, Yang H-YT (1987) Elevation of arterial pressure in rats by 
two new vertebrate peptides FLFQPQRF-NH2 and AGEGLSSPFWSLAAPQRF-NH2 
which are immunoreactive to FMRF-NH2 antiserum. Neuropeptides 10:37-42. 
Rothman RB (1992) A review of the role of anti-opioid peptides in morphine tolerance and 
dependence. Synapse 12:129-138. 
Rothman RB, Brady LS, Xu H, Long JB (1993) Chronic intracerebroventricular infusion of 
the antiopioid peptide, Phe-Leu-Phe-Gln-Pro-Gln-Arg-Phe-NH2 (NPPF), 
downregulates mu opioid binding sites in rat brain. Peptides 14:1271-1277. 
Roumy M, Zajac J-M (1996) Effects of neuropeptide FF on intracellular Ca2+ in mouse 
spinal ganglion neurons. Eur J Pharmacol 306:291-295. 
Roumy M, Zajac J-M (1998) Neuropeptide FF, pain and analgesia. Eur J Pharmacol 345:1-11. 
Roumy M, Zajac J-M (1999) Neuropeptide FF selectively attenuates the effects of nociceptin 
on acutely dissociated neurons of the rat dorsal raphe nucleus. Brain Res 845:208-214. 
Roumy M, Garnier M, Zajac JM (2003) Neuropeptide FF receptors 1 and 2 exert an anti-
opioid activity in acutely dissociated rat dorsal raphe and periventricular hypothalamic 
neurones. Neurosci Lett 348:159-162. 
Roumy M, Gouarderes C, Mazarguil H, Zajac J-M (2000) Are Neuropeptides FF and SF 
Neurotransmitters in the Rat? Biochem Biophys Res Commun 275:821-824. 
Roumy M, Lorenzo C, Mazeres S, Bouchet S, Zajac JM, Mollereau C (2007) Physical 
association between neuropeptide FF and micro-opioid receptors as a possible 
molecular basis for anti-opioid activity. J Biol Chem 282:8332-8342. 
Roussin A, Serre F, Gouarderes C, Mazarguil H, Roumy M, Mollereau C, Zajac JM (2005) 
Anti-analgesia of a selective NPFF2 agonist depends on opioid activity. Biochem 
Biophys Res Commun 336:197-203. 
 171 
Rovati GE, Capra V, Neubig RR (2007) The highly conserved DRY motif of class A G 
protein-coupled receptors: beyond the ground state. Mol Pharmacol 71:959-964. 
Rozenfeld R, Devi LA (2007) Receptor heterodimerization leads to a switch in signaling: 
beta-arrestin2-mediated ERK activation by mu-delta opioid receptor heterodimers. 
FASEB J 21:2455-2465. 
Rudolf K, Eberlein W, Engel W, Wieland HA, Willim KD, Entzeroth M, Wienen W, Beck-
Sickinger AG, Doods HN (1994) The first highly potent and selective non-peptide 
neuropeptide Y Y1 receptor antagonist: BIBP3226. Eur J Pharmacol 271:R11-13. 
S 
Schroeder JE, McCleskey EW (1993) Inhibition of Ca
2+
 currents by a µ-opioid in a defined 
subset of rat sensory neurons. J Neurosci 13:867-873. 
Schroeder JE, Fischbach PS, Zheng D, McCleskey EW (1991) Activation of mu opioid 
receptors inhibits transient high- and low-threshold Ca2+ currents, but spares a 
sustained current. Neuron 6:13-20. 
Seward E, Hammond C, Henderson G (1991) Mu-opioid-receptor-mediated inhibition of the 
N-type calcium-channel current. Proc R Soc Lond B Biol Sci 244:129-135. 
Seward EP, Henderson G (1990) Characterization of two components of the N-like, high-
threshold- activated calcium channel current in differentiated SH-SY5Y cells. Pflugers 
Arch 417:223-230. 
Shapira M, Vogel Z, Sarne Y (2000) Opioid and cannabinoid receptors share a common pool 
of GTP-binding proteins in cotransfected cells, but not in cells which endogenously 
coexpress the receptors. Cell Mol Neurobiol 20:291-304. 
Simon EJ, Hiller JM, Edelman I (1973) Stereospecific binding of the potent narcotic analgesic 
3H-etorphine to the rat brain homogenates. Proc Natl Acad Sci U S A 70:1947-1949. 
Simonin F, Karcher P, Boeuf JJ, Matifas A, Kieffer BL (2004) Identification of a novel family 
of G protein-coupled receptor associated sorting proteins. J Neurochem 89:766-775. 
 172 
Simonin F, Schmitt M, Laulin JP, Laboureyras E, Jhamandas JH, MacTavish D, Matifas A, 
Mollereau C, Laurent P, Parmentier M, Kieffer BL, Bourguignon JJ, Simonnet G 
(2006) RF9, a potent and selective neuropeptide FF receptor antagonist, prevents 
opioid-induced tolerance associated with hyperalgesia. Proc Natl Acad Sci U S A 
103:466-471. 
Simons K, Ikonen E (1997) Functional rafts in cell membranes. Nature 387:569-572. 
Snook LA, Milligan G, Kieffer BL, Massotte D (2006) Mu-delta opioid receptor functional 
interaction: Insight using receptor-G protein fusions. J Pharmacol Exp Ther 318:683-
690. 
Snook LA, Milligan G, Kieffer BL, Massotte D (2008) Co-expression of mu and delta opioid 
receptors as receptor-G protein fusions enhances both mu and delta signalling via 
distinct mechanisms. J Neurochem. 
Snow BE, Betts L, Mangion J, Sondek J, Siderovski DP (1999) Fidelity of G protein beta-
subunit association by the G protein gamma-subunit-like domains of RGS6, RGS7, 
and RGS11. Proc Natl Acad Sci U S A 96:6489-6494. 
Snyder SH, Pasternak GW (2003) Historical review: Opioid receptors. Trends Pharmacol Sci 
24:198-205. 
Sprang SR, Chen Z, Du X (2007) Structural basis of effector regulation and signal termination 
in heterotrimeric Galpha proteins. Adv Protein Chem 74:1-65. 
Stephens GJ, Brice NL, Berrow NS, Dolphin AC (1998) Facilitation of rabbit alpha1B 
calcium channels: involvement of endogenous Gbetagamma subunits. J Physiol 
509:15-27. 
Stinus L, Allard M, Gold L, Simonnet G (1995) Changes in CNS neuropeptide FF-like 
material, pain sensitivity, and opiate dependence following chronic morphine 
treatment. Peptides 16:1235-1241. 
Sullivan AF, E.A. EAK, McQuay HJ, Dickenson AH (1991) FLFQPQRFamide modulates a2-
adrenergic antinociception in the rat dorsal horn in vivo. Brain Res 562:327-328. 
Sunahara RK, Taussig R (2002) Isoforms of mammalian adenylyl cyclase: multiplicities of 
signaling. Mol Interv 2:168-184. 
 173 
Sunahara RK, Dessauer CW, Whisnant RE, Kleuss C, Gilman AG (1997) Interaction of 
Gsalpha with the cytosolic domains of mammalian adenylyl cyclase. J Biol Chem 
272:22265-22271. 
Sundblom DM, Panula P, Fyhrquist F (1995) Neuropeptide FF-like immunoreactivity in 
human plasma. Peptides 16:347-350. 
Sundblom DM, Kalso E, Tigerstedt I, Wahlbeck K, Panula P, Fyhrquist F (1997) 
Neuropeptide FF-like immunoreactivity in human cerebrospinal fluid of chronic pain 
patients and healthy controls. Peptides 18:923-927. 
Sunter D, Hewson AK, Lynam S, Dickson SL (2001) Intracerebroventricular injection of 
neuropeptide FF, an opioid modulating neuropeptide, acutely reduces food intake and 
stimulates water intake in the rat. Neurosci Lett 313:145-148. 
Surratt CK, Adams WR (2005) G protein-coupled receptor structural motifs: relevance to the 
opioid receptors. Curr Top Med Chem 5:315-324. 
Sutton LC, Grahn RE, Wiertelak EP, Watkins LR, Maier SF (1997) Inescapable shock-
induced potentiation of morphine analgesia in rats: involvement of opioid, 
GABAergic, and serotonergic mechanisms in the dorsal raphe nucleus. Behav 
Neurosci 111:816-824. 
Suzuki K, Ritchie K, Kajikawa E, Fujiwara T, Kusumi A (2005) Rapid hop diffusion of a G-
protein-coupled receptor in the plasma membrane as revealed by single-molecule 
techniques. Biophys J 88:3659-3680. 
Suzuki S, Chuang LF, Yau P, Doi RH, Chuang RY (2002) Interactions of opioid and 
chemokine receptors: oligomerization of mu, kappa, and delta with CCR5 on immune 
cells. Exp Cell Res 280:192-200. 
Swartz KJ (1993) Modulation of Ca2+ channels by protein kinase C in rat central and 
peripheral neurons: disruption of G protein-mediated inhibition. Neuron 11:305-320. 
Swartz KJ, Merritt A, Bean BP, Lovinger DM (1993) Protein kinase C modulates glutamate 
receptor inhibition of Ca2+ channels and synaptic transmission. Nature 361:165-168. 
Sweatt JD (2004) Mitogen-activated protein kinases in synaptic plasticity and memory. Curr 
Opin Neurobiol 14:311-317. 
 174 
Szekeres PG, Traynor JR (1997) Delta opioid modulation of the binding of guanosine-5'-O-
(3-[35S]thio)triphosphate to NG108-15 cell membranes: characterization of agonist 
and inverse agonist effects. J Pharmacol Exp Ther 283:1276-1284. 
T 
Takeuchi T, Fujita A, Roumy M, Zajac J-M, Hata F (2001) Effect of 1DMe, a neuropeptide 
FF analog, on acetylcholine release from myenteric plexus of guinea pig ileum. Jpn J 
Pharmacol 86:417-422. 
Tan PP, Chen JC, Li JY, Liang KW, Wong CH, Huang EY (1999) Modulation of naloxone-
precipitated morphine withdrawal syndromes in rats by neuropeptide FF analogs. 
Peptides 20:1211-1217. 
Tang J, Yang H-YT, Costa E (1984) Inhibition of spontaneous and opiate-modified 
nociception by an endogenous neuropeptide with Phe-Met-Arg-Phe-NH2-like 
immunoreactivity. Proc Natl Acad Sci U S A 81:5002-5005. 
Tao R, Auerbach SB (2002a) Opioid receptor subtypes differentially modulate serotonin 
efflux in the rat central nervous system. J Pharmacol Exp Ther 303:549-556. 
Tao R, Auerbach SB (2002b) GABAergic and glutamatergic afferents in the dorsal raphe 
nucleus mediate morphine-induced increases in serotonin efflux in the rat central 
nervous system. J Pharmacol Exp Ther 303:704-710. 
Taylor JM, Jacob-Mosier GG, Lawton RG, Remmers AE, Neubig RR (1994) Binding of an 
alpha 2 adrenergic receptor third intracellular loop peptide to G beta and the amino 
terminus of G alpha. J Biol Chem 269:27618-27624. 
Taylor JM, Jacob-Mosier GG, Lawton RG, VanDort M, Neubig RR (1996) Receptor and 
membrane interaction sites on Gbeta. A receptor-derived peptide binds to the carboxyl 
terminus. J Biol Chem 271:3336-3339. 
Tedford HW, Zamponi GW (2006) Direct G protein modulation of Cav2 calcium channels. 
Pharmacol Rev 58:837-862. 
Tegeder I, Geisslinger G (2004) Opioids as modulators of cell death and survival--unraveling 
mechanisms and revealing new indications. Pharmacol Rev 56:351-369. 
Terenius L (1973) Characteristics of the "receptor" for narcotic analgesics in synaptic plasma 
membrane fraction from rat brain. Acta Pharmacol Toxicol 33:377-384. 
 175 
Terskiy A, Wannemacher KM, Yadav PN, Tsai M, Tian B, Howells RD (2007) Search of the 
human proteome for endomorphin-1 and endomorphin-2 precursor proteins. Life Sci 
81:1593-1601. 
Tesmer JJ, Berman DM, Gilman AG, Sprang SR (1997) Structure of RGS4 bound to AlF4--
activated G(i alpha1): stabilization of the transition state for GTP hydrolysis. Cell 
89:251-261. 
Toll L, Polgar WE, Auh JS (1997) Characterization of the delta-opioid receptor found in SH-
SY5Y neuroblastoma cells. Eur J Pharmacol 323:261-267. 
Toselli M, Tosetti P, Taglietti V (1997) Mu and delta opioid receptor activation inhibits 
omega-conotoxin- sensitive calcium channels in a voltage- and time-dependent mode 
in the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. Pflugers Arch 433:587-596. 
Traynor JR, Neubig RR (2005) Regulators of G protein signaling & drugs of abuse. Mol 
Interv 5:30-41. 
U 
Ukena K, Iwakoshi E, Minakata H, Tsutsui K (2002) A novel rat hypothalamic RFamide-
related peptide identified by immunoaffinity chromatography and mass spectrometry. 
FEBS Lett 512:255-258. 
V 
Varga EV, Navratilova E, Stropova D, Jambrosic J, Roeske WR, Yamamura HI (2004) 
Agonist-specific regulation of the delta-opioid receptor. Life Sci 76:599-612. 
Vasquez C, Lewis DL (1999) The CB1 cannabinoid receptor can sequester G-proteins, 
making them unavailable to couple to other receptors. J Neurosci 19:9271-9280. 
Vilardaga JP, Nikolaev VO, Lorenz K, Ferrandon S, Zhuang Z, Lohse MJ (2008) 
Conformational cross-talk between alpha2A-adrenergic and mu-opioid receptors 
controls cell signaling. Nat Chem Biol 4:126-131. 
Vilim FS, Aarnisalo AA, Nieminen ML, Lintunen M, Karlstedt K, Kontinen VK, Kalso E, 
States B, Panula P, Ziff E (1999) Gene for pain modulatory neuropeptide NPFF: 
induction in spinal cord by noxious stimuli. Mol Pharmacol 55:804-811. 
 176 
W 
Waldhoer M, Bartlett SE, Whistler JL (2004) Opioid receptors. Annu Rev Biochem 73:953-
990. 
Wang D, Sun X, Bohn LM, Sadee W (2005) Opioid receptor homo- and heterodimerization in 
living cells by quantitative bioluminescence resonance energy transfer. Mol 
Pharmacol 67:2173-2184. 
Wang YQ, Guo J, Wang SB, Fang Q, He F, Wang R (2008) Neuropeptide FF receptors 
antagonist, RF9, attenuates opioid-evoked hypothermia in mice. Peptides. 
Werry TD, Wilkinson GF, Willars GB (2003) Mechanisms of cross-talk between G-protein-
coupled receptors resulting in enhanced release of intracellular Ca
2+
. Biochem J 
374:281-296. 
Whistler JL, Enquist J, Marley A, Fong J, Gladher F, Tsuruda P, Murray SR, Von Zastrow M 
(2002) Modulation of postendocytic sorting of G protein-coupled receptors. Science 
297:615-620. 
Willoughby D, Cooper DM (2007) Organization and Ca2+ regulation of adenylyl cyclases in 
cAMP microdomains. Physiol Rev 87:965-1010. 
Xiang B, Yu GH, Guo J, Chen L, Hu W, Pei G, Ma L (2001) Heterologous activation of 
protein kinase C stimulates phosphorylation of delta-opioid receptor at serine 344, 
resulting in beta-arrestin- and clathrin-mediated receptor internalization. J Biol Chem 
276:4709-4716. 
X 
Xie GX, Palmer PP (2007) How regulators of G protein signaling achieve selective 
regulation. J Mol Biol 366:349-365. 
Xu M, Kontinen VK, Panula P, Kalso E (1999) Effects of (1DMe)NPYF, a synthetic 
neuropeptide FF analogue, in different pain models. Peptides 20:1071-1077. 
Xu M, Kontinen VK, Panula P, Kalso E (2001) Role of the delta-opioid receptor in 
(1DMe)NPYF mediated antinociception. Peptides 22:33-38. 
 177 
Y 
Yamada M, Inanobe A, Kurachi Y (1998) G protein regulation of potassium ion channels. 
Pharmacol Rev 50:723-760. 
Yang HYT, Martin BM (1995) Isolation and characterization of a neuropeptide from brain 
and spinal cord of rat. Society for Neurosciences 21:760. 
Yang H-YT, Fratta W, Majane EA, Costa E (1985) Isolation, sequencing, synthesis, and 
pharmacological characterization of two brain neuropeptides that modulate the action 
of morphine. Proc Natl Acad Sci U S A 82:7757-7761. 
Yano T, Iijima N, Kakihara K, Hinuma S, Tanaka M, Ibata Y (2003) Localization and 
neuronal response of RFamide related peptides in the rat central nervous system. Brain 
Res 982:156-167. 
Yasuda K, Raynor K, Kong H, Breder CD, Takeda J, Reisine T, Bell GI (1993) Cloning and 
functional comparison on κ and δ opioid receptors from mouse brain. Proc Natl Acad 
Sci U S A 90:6736-6740. 
Yokoi H, Arima H, Kondo K, Murase T, Iwasaki Y, Yang HY, Oiso Y (1998) Antiserum 
against neuropeptide FF augments vasopressin release in conscious rats. Peptides 
19:393-395. 
Yoshida H, Habata Y, Hosoya M, Kawamata Y, Kitada C, Hinuma S (2003) Molecular 
properties of endogenous RFamide-related peptide-3 and its interaction with receptors. 
Biochim Biophys Acta 1593:151-157. 
Z 
Zachariou V, Georgescu D, Sanchez N, Rahman Z, DiLeone R, Berton O, Neve RL, Sim-
Selley LJ, Selley DE, Gold SJ, Nestler EJ (2003) Essential role for RGS9 in opiate 
action. Proc Natl Acad Sci U S A 100:13656-13661. 
Zadina JE, Hackler L, Ge LJ, Kastin AJ (1997) A potent and selective endogenous agonist for 
the mu-opiate receptor. Nature 386:499-502. 
Zahm DS (2000) An integrative neuroanatomical perspective on some subcortical substrates 
of adaptive responding with emphasis on the nucleus accumbens. Neurosci Biobehav 
Rev 24:85-105. 
 178 
Zajac JM, Mollereau C (2006) RFamide peptides. Introduction. Peptides 27:941-942. 
Zamponi GW, Bourinet E, Nelson D, Nargeot J, Snutch TP (1997) Crosstalk between G 
proteins and protein kinase C mediated by the calcium channel alpha1 subunit. Nature 
385:442-446. 
 
 
AUTEUR : Flavie KERSANTE 
TITRE : Régulation de l’activité opioïde par les récepteurs du Neuropeptide FF : Approches 
cellulaire et neurochimique 
DIRECTEURS DE THESE : Jean-Marie ZAJAC et Catherine MOLLEREAU-MANAUTE 
LIEU ET DATE DE SOUTENANCE : 11 juillet 2008, Université Toulouse III 
 
RESUME : 
Le neuropeptide FF est un peptide neuromodulateur du système opioïde. Chez le rongeur, il induit des 
effets pro- ou anti-opioïdes suivant la zone d’injection. Récemment deux récepteurs du NPFF ont été isolés 
chez différentes espèces, dont l’homme. Ces récepteurs, NPFF1 et NPFF2, appartiennent à la famille des 
RCPG. L’activation des récepteurs NPFF1 ou NPFF2 dans des neurones dissociés inhibe les effets des 
opioïdes sur les conductances calciques de type N.  
Dans le but d’identifier les mécanismes responsables de cette activité anti-opioïde, j’ai  créé un modèle 
cellulaire d’expression des récepteurs NPFF1 dans le neuroblastome SH-SY5Y, qui exprime naturellement les 
récepteurs opioïdes et présente des caractéristiques neuronales, plus adapté aux études biochimiques que 
les neurones isolés. Dans la lignée recombinante, le NPVF (agoniste sélectif des récepteurs NPFF1) exerce 
une activité anti-opioïde sur l’inhibition des conductances calciques de type N induite par le DAMGO 
(agoniste des récepteurs µ-opioïdes, MOP) mais aussi sur une autre voie de signalisation induite par 
l’activation des récepteurs δ-opioïdes DOP (réactivation de la Phospholipase Cβ). Cette lignée représente 
donc un bon modèle d’étude des mécanismes moléculaires des effets anti-opioïdes. 
Comme il a été récemment montré que l’hétérodimérisation entre les récepteurs MOP et NPFF pouvait 
être la base des effets anti-opioïdes du NPFF. J’ai étudié si cette hétérodimérisation pouvait altérer le 
couplage des récepteurs MOP aux protéines G. Je me suis intéressée à la capacité du NPFF à moduler le 
couplage des récepteurs opioïdes aux protéines G par la technique de liaison du [35S]GTPγS. Sur cellules 
SH-SY5Y exprimant les récepteurs NPFF1 ou NPFF2, le NPFF ne modifie pas les paramètres d’activation des 
protéines G par les agonistes opioïdes. De plus, bien que ces récepteurs partagent un réservoir commun de 
protéines G, ils ne rentrent pas en compétition pour l’activation de celles-ci dans des conditions où ils ne sont 
pas surexprimés. Toutefois, même si le NPFF ne modifie pas la capacité des récepteurs opioïdes à activer 
les protéines G, il pourrait cependant modifier le sous-type de protéines G associées à ces récepteurs. Afin 
de vérifier cette hypothèse, j’ai caractérisé les protéines G associées au récepteur MOP par 
immunoprécipitation du récepteur MOP et analyse par western-blot. J’ai montré que la stimulation des 
récepteurs NPFF augmente la quantité de sous-unités Gβ et Gαi2 associées au récepteur MOP. Cette 
augmentation met en évidence un changement dans l’environnement proche du récepteur MOP induit par 
l’activation des récepteurs du NPFF qui pourrait être en rapport avec l’activité anti-opioïde du NPFF. 
 
Chez le rongeur, il a été montré que les effets hyperlocomoteurs induits par la morphine reposent sur 
l’activation de voies dopaminergiques au niveau de l’aire tegmentale ventrale (VTA) qui projettent vers le 
noyau Accumbens. Il a aussi été montré que l’injection de NPFF au niveau de la VTA, réverse les effets 
hyperlocomoteurs induits par l’injection de morphine mais aussi par les peptides opioïdes endogènes 
suggérant un effet anti-opioïde du NPFF à ce niveau. Afin de vérifier si l’action du NPFF sur les effets de la 
morphine passe par une modulation de la libération de dopamine, j’ai étudié, dans le laboratoire de 
Neuropharmacologie dirigée par le Pr. J-C Chen (Chang-Gung University, Tao-Yuan, Taiwan, R.O.C 333), 
l’effet de la stimulation des récepteurs NPFF au niveau de la VTA sur la libération de dopamine et de 
sérotonine induite par la morphine au niveau du Noyau Accumbens chez le rat par la technique de 
microdialyse cérébrale. J’ai pu mettre en évidence un nouvel effet anti-opioïde du NPFF puisque l’application 
de NPFF au niveau de la VTA diminue la libération de dopamine et sérotonine dans le NAc induite par une 
injection systémique de morphine. Ces résultats permettent donc d’expliquer les observations in vivo ainsi 
que les propriétés anti-toxicomanogènes du NPFF par rapport au phénomène d’addiction aux opiacés qui 
implique une sensibilisation de l’axe VTA-NAc par la drogue. 
L’ensemble de mon travail de thèse a permis de montrer que l’activation des récepteurs du NPFF module 
les réponses opioïdes que ce soit in vitro ou in vivo. Cet effet modulateur pourrait être dû à une modification 
de l’environnement des récepteurs opioïdes dans la membrane plasmique après hétérodimérisation entre les 
récepteurs NPFF et opioïdes. 
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